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Il tumore al polmone è una delle principali cause di morte per cancro nel mondo sia 
per gli uomini che per le donne, con 1.2 milioni di nuovi casi diagnosticati ogni 
anno. Il fumo di sigaretta è il più importante fattore eziologico del cancro al polmone 
tuttavia è associato solo ad alcuni istotipi tumorali ed inoltre solo l’11% dei fumatori 
sviluppa tumore al polmone, suggerendo che fattori genetici potrebbero influenzare il 
rischio di insorgenza di tale neoplasia.  
Il tumore polmonare viene classificato in tumore polmonare a piccole cellule (SCLC) 
e non a piccole cellule (NSCLC). Circa l’80% di casi di cancro al polmone è 
rappresentato dai NSCLC. Il trattamento di prima scelta per pazienti a stadio precoce 
(stadio I e II) è la resezione chirurgica; nei pazienti con stadio avanzato di malattia, 
la radioterapia è generalmente preferita se il tumore è localizzato in una sola regione 
(stadio III), la chemioterapia se invece è presente metastatizzazione (stadio IV). 
Nonostante i nuovi sviluppi nella diagnosi e nelle terapie convenzionali, la prognosi 
rimane insoddisfacente, con una sopravvivenza a 5 anni di circa il 15% per tutti gli 
stadi. 
Uno dei maggiori problemi nel trattamento terapeutico dei pazienti con NSCLC è 
l’acquisizione della chemio e radio-resistenza. Al fine di idntificare nuove modalità 
terapeutiche, è necessario capire i meccanismi biologici ed i fattori coinvolti 
nell’insorgenza e nella progressione dei NSCLC, tenendo conto che, come tutti i 
tumori solidi, anche la crescita di questo tipo di cancro è strettamente dipendente 
dalla neovascolarizzazione. Fattori angiogenetici potrebbero costituire, dunque, un 
valido bersaglio terapeutico e lo sviluppo di una nuova strategia antitumorale basata 
sull’inibizione dell’angiogenesi potrebbe rappresentare una svolta nella lotta al 
tumore polmonare. 
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In questo ambito di ricerca di nuove modalità terapeutiche per il NSCLC, l’interesse 
sul ruolo dell’endotelina 1 (ET-1) è cresciuto molto nell’ultimo decennio, in seguito 
al lavoro di Kusuhara (1990) che dimostrava la produzione di questo peptide da parte 
di molte linee cellulari tumorali. In questi anni l’attenzione si è indirizzata anche 
verso il recettore del fattore di crescita epidermico (EGFR), in quanto, in 
conseguenza del ruolo critico nella proliferazione e sopravvivenza del tumore, 
potrebbe rappresentare un nuovo target terapeutico. Diversi meccanismi come 
l’overespressione, l’amplificazione o la mutazione, portano infatti ad un’attivazione 
aberrante di tale recettore. 
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NEOPLASIE BRONCOPOLMONARI 
Istopatologia 
Il termine neoplasie broncopolmonari comprende tumori clinicamente e anatomo-
patologicamente diversi, che tuttavia hanno in comune nella maggior parte dei casi 
l’origine da elementi di derivazione endodermica, normalmente differenziati a 
costituire il rivestimento epiteliale dell’apparato respiratorio e le ghiandole 
bronchiali. Tali neoplasie si possono anzitutto distinguere in due gruppi 
fondamentali, rappresentati dagli adenomi e dai carcinomi, anche se purtroppo la 
patologia neoplastica più frequente è rappresentata da questi ultimi. In base ad una 
classificazione istologica, sulla base della morfologia alquanto variabile della cellula 
neoplastica, vengono distinti i seguenti tipi di carcinomi polmonari: 
• carcinomi a cellule squamose 
• adenocarcinomi (con la variante del carcinoma bronchiolo alveolare) 
• carcinomi anaplastici a grandi cellule 
• carcinomi a piccole cellule anaplastiche o microcitomi 
Il gruppo dei microcitomi viene, generalmente, considerato a parte, essendo di 
probabile origine neuroendocrina ed avendo caratteri clinici ed evolutivi 
sostanzialmente diversi; i primi tre gruppi vengono designati come carcinomi non-a 
piccole cellule. 
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Tumore polmonare non a piccole cellule  
Il tumore polmonare non a piccole cellule, comprensivo delle forme a cellule 
squamose, degli adenocarcinomi (comprendenti i carcinomi bronchiolo-alveolari), 
dei carcinomi a grandi cellule, è un tumore maligno primitivo. Dal grado di 
differenziazione è possibile, sulla base del rapporto istologico con il tessuto di 
origine, distinguere questi tumori in: 
• ben differenziati 
• moderatamente differenziati 
• scarsamente differenziati 
 
Il carcinoma a cellule squamose, osservato al microscopio ottico, mostra una o più 
delle seguenti caratteristiche: 
• cheratinizzazione di cellule individuali 
• formazione di “perle” cornee (elementi appiattiti e privi di nucleo) 
• presenza di estesi ponti intercellulari 
Il rischio di tumore al polmone aumenta significativamente con il fumo di sigaretta e 
il carcinoma a cellule squamose è il tipo più frequentemente osservato nei fumatori. 
Nasce a livello di cellule basali dell’epitelio bronchiale e progredisce attraverso vari 
stadi: displasia, carcinoma in situ e carcinoma invasivo. Può sorgere anche alla 
periferia del polmone, sebbene in questa sede siano localizzati più comunemente gli 
adenocarcinomi. 
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L’adenocarcinoma del polmone è caratterizzato dalla formazione di strutture 
ghiandolari, capaci di secernere muco. Presenta cellule di grandi dimensioni 
caratterizzate da: 
• citoplasma abbondante 
• vacuoli dispersi ricchi di muco 
• nucleo contenente numerosi nucleoli 
Gli adenocarcinomi hanno origine dall’epitelio bronchiale; sono spesso localizzati 
alla periferia del polmone (al di sotto della pleura), associati a cicatrici dovute a 
pneumoconiosi, infarti, tubercolosi.  Tendono 
a metastatizzare più frequentemente e mostrano una sopravvivenza totale inferiore 
rispetto alle forme squamose. 
Una forma particolare di adenocarcinoma è il carcinoma bronchiolo-alveolare. 
Il carcinoma bronchiolo-alveolare origina dall’epitelio di rivestimento delle 
porzioni più periferiche dell’albero bronchiale, in corrispondenza dei bronchioli 
terminali e degli alveoli. Dal punto di vista istologico, è caratterizzato da tipiche 
cellule epiteliali alte di forma cilindrica o cubica, che spesso contengono abbondanti 
secrezioni mucose. 
 
Il carcinoma anaplastico a grandi cellule è caratterizzato da marcate atipie 
citologiche e non mostra caratteri morfologici riconducibili alle forme precedenti. 
Si presenta in strutture cordonali compatte prive di lume. E’ costituito da cellule di 
grandi dimensioni con nuclei vescicolari e abbondante citoplasma, segni di anaplasia 
spesso associati a elementi giganti in divisione mitotica atipica. Si presenta come una 
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massa periferica e/o sottopleurica, senza apparente interessamento bronchiale, con la 
tendenza a estendersi nel parenchima polmonare adiacente e nello spazio pleurico. 
 
 
 
Tumore polmonare a piccole cellule  
Il tumore polmonare a piccole cellule è estremamente maligno e presenta 
caratteristiche neuroendocrine. E’ caratterizzato da piccole cellule (come indica il 
nome stesso), quasi uniformi, che presentano: 
• citoplasma scarso 
• nuclei contenenti cromatina finemente condensata 
• pochi nucleoli 
Le cellule tumorali sono aggregate in nidi che non mostrano architettura di tipo 
ghiandolare o squamosa. 
I tumori di questo tipo possono essere così piccoli da sfuggire all’identificazione 
nella sede di origine, pur avendo già prodotto metastasi disseminate in tutti gli 
organi. Metastatizzano molto precocemente durante lo sviluppo (invadono 
rapidamente i vasi linfatici e sanguigni) ed hanno spesso decorso fatale. 
 
 
 
 
 
 
 15 
CARATTERIZZAZIONE BIOMOLECOLARE DELLE NEOPLASIE 
POLMONARI 
Il cancro del polmone è una delle cause di morte più comuni nel mondo e la sua 
incidenza continua ad aumentare. Nell’ambito dei tumori polmonari, il tumore 
polmonare non a piccole cellule (NSCLC) rappresenta un sottogruppo di grande 
interesse per la sua eterogeneità sia in termini di classificazione isto-patologica che 
di andamento clinico. 
 Nonostante i progressi degli ultimi due decenni, l’asportazione chirurgica rimane 
l’unico trattamento possibile, con prognosi infausta entro cinque anni dall’intervento. 
Una intensa attività di ricerca è indirizzata verso la scoperta di fattori molecolari 
prognostici nella speranza che l’individuazione di nuovi fattori possa portare verso 
migliori strategie terapeutiche. 
Come per altri tumori solidi, anche per i NSCLC la neovascolarizzazione è 
necessaria per l’insorgenza, la progressione e la metastatizzazione del tumore; il 
conteggio dei microvasi (MVC) rappresenta un valido indice angiogenetico ed è 
associato a rapida progressione e a peggior prognosi  della neoplasia. Il processo 
angiogenetico è regolato da vari fattori e tra questi il vascular endothelial growth 
factor (VEGF) sembra svolgere un ruolo fondamentale; altri fattori coinvolti sono 
l’interleuchina 8 (IL-8), il gene oncosoppressore p53 e il tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-α). Il blocco dell’angiogenesi potrebbe indurre un arresto della crescita 
tumorale, ma il ricorso a questo approccio terapeutico alternativo sarà possibile solo 
dopo un’accurata e precisa caratterizzazione dei fattori coinvolti. Un altro fattore 
potenzialmente coinvolto nel processo di neovascolarizzazione tumorale è 
l’endotelina-1 (ET-1), ma pochi dati esistono riguardo all’esatto legame tra 
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l’endotelina e l’angiogenesi. Il chiarimento del ruolo di ET-1 nel processo di neo-
angiogenesi consentirà di valutare anche il possibile utilizzo dei componenti del 
sistema endotelina quali nuovi bersagli terapeutici per il trattamento dei NSCLC. Nel 
tumore del polmone sono state dimostrate molte alterazioni genetiche ed 
epigenetiche di oncogeni e geni oncosoppressori. Le mutazioni del gene 
oncosoppressore p53 rappresentano i cambiamenti genetici più comuni nella maggior 
parte dei tumori maligni, compreso il tumore polmonare non a piccole cellule; negli 
ultimi anni una cospicua parte della ricerca oncologica si è focalizzata sullo studio di 
EGFR, un fattore frequentemente alterato nelle neoplasie polmonari, soprattutto nel 
sesso femminile e nell’istotipo adenocarcinoma.  
 
1. ANGIOGENESI 
Le modalità di formazione dei vasi sanguigni sono due: 
• la vasculogenesi, cioè la generazione “de novo” di vasi sanguigni come avviene 
nell’embrione. 
• l’angiogenesi, vale a dire la formazione  di nuovi vasi sanguigni a partire da 
quelli preesistenti. 
Le cellule endoteliali svolgono un ruolo centrale nel fenomeno angiogenetico, 
seguendo un programma geneticamente determinato mediato da specifici fattori e 
recettori, e costituito da una serie di eventi quale proliferazione, differenziazione, 
migrazione ed organizzazione morfologica in stretta connessione con il tessuto 
circostante. 
La formazione di nuovi vasi sanguigni è un processo essenziale per l’insorgenza e la 
progressione del tumore e la sua capacità di metastatizzazione (Yano et al., 2006). 
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Tali vasi, penetrando tra le cellule tumorali, forniscono nutrimento ed ossigeno e 
rimuovono i prodotti di scarto (Gupta et al., 2003). (Fig.1). 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 Acquisizione del fenotipo angiogenetico e conseguente accrescimento del 
tumore 
 
 
 
1.a Indice di neovascolarizzazione: conteggio dei microvasi (MVC) 
Il conteggio dei microvasi (MVC) è un indice del grado di vascolarizzazione e quindi 
dell’aggressività del tumore. E’ stato riportato infatti che un alto numero di microvasi 
è associato a rapida progressione del tumore e a peggior prognosi in molte neoplasie 
tra cui i NSCLC (Fontanini et al., 1997; Tanaka et al., 2001). (Fig.2). 
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Fig.2 Schematizzazione delle fasi del processo metastatico 
 
 
 
 
1.b Fattori angiogenetici 
Il processo angiogenetico è il risultato di un delicato equilibrio tra fattori inducenti ed 
inibenti l’angiogenesi, ed è strettamente correlato, nella maggior parte delle 
neoplasie, incluse quelle polmonari, all’insorgenza e alla progressione tumorale. 
Un’accurata caratterizzazione dei principali fattori angiogenetici e delle loro 
complesse interazioni potrebbe, dunque, consentire l’individuazione di nuovi 
bersagli per terapie anti-tumorali innovative. A tale proposito è stato interessante nei 
nostri studi andare a valutare il ruolo dell’interleuchina-8 (IL-8), del vascular 
endothelial growth factor (VEGF), del tumor necrosis factor alfa (TNF-α) e di p53 
nel tumore polmonare non a piccole cellule (NSCLC). 
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                                                              IL-8 
L’interleuchina-8 (IL-8) è una citochina della famiglia delle CXC chemochine che 
consiste di piccole proteine basiche (da 8 a 10 KDa) situate sul cromosoma 4 che si 
legano all’eparina (Baggiolini et al, 1989; Matsushima et al., 1988). Recentemente è 
stato suggerito un ruolo di IL-8 quale fattore angiogenetico in grado di indurre 
chemiotassi e proliferazione delle cellule endoteliali in vitro e in vivo (Koch et al., 
1992). La famiglia delle CXC chemochine mostra un’attività angiogenetica 
disparata, dipendente dalla presenza o assenza del motivo ELR (Glu-Leu-Arg) 
(Strieter et al., 1995). Per esempio, CXC chemochine con il motivo ELR, come IL-8, 
sembrano comportarsi come fattori angiogenetici, mentre CXC chemochine che ne 
sono prive, come fattori angiosatatici. L’IL-8 è presente in quattro isoforme tessuto-
specifiche, rispettivamente di 69,72,77,79 amminoacidi ed esplica la propria 
funzione legandosi a due recettori: IL-8Rα e IL-8Rβ. Alcune ricerche dimostrano 
che l’IL-8 derivata dalle cellule tumorali è associata ad angiogenesi tumorale e 
potenziale metastatico (Masuya et al., 2001), ma il preciso meccanismo di 
regolazione dell’IL-8 nelle cellule tumorali rimane sconosciuto. Per l’IL-8 secreta 
dalle cellule cancerose sono possibili diversi meccanismi di azione: 
 
• potrebbe stimolare la chemiotassi e la proliferazione delle cellule. 
• potrebbe agire secondo un “pathway”autocrino, dato che i suoi recettori sono 
espressi anche nelle cellule tumorali. 
• potrebbe agire indirettamente, reclutando nei tessuti tumorali cellule della 
risposta infiammatoria in grado di secernere fattori angiogenetici.(Fig.4). 
 20 
                           
 
 
 Fig. 4 Possibili meccanismi di azione per IL-8: A) azione diretta di IL-8 come 
fattore angiogenetico B) reclutamento ad opera di IL-8 di cellule della risposta 
infiammatoria in grado di secernere a loro volta fattori angiogenetici 
 
 
                                                            VEGF 
Tra i fattori angiogenetici, quello che è stato più dettagliatamente studiato e 
caratterizzato è il VEGF, un fattore di crescita angiogenetico legante l’eparina che 
consiste di almeno sei isoforme (VEGF121, VEFD145, VEGF165, VEGF183, 
VEGF189, VEGF206) prodotte dallo “splicing”alternativo a livello dell’mRNA e tra 
queste VEGF165 rappresenta l’isoforma più abbondante. 
VEGF è una proteina omodimerica di 27KDa ed il suo gene è situato sul cromosoma 
6. Tale fattore si lega con alta affinità a due recettori tirosino-chinasici, VEGF-1 e 
VEGF-2. (Fig.3). Il legame del ligando causa la dimerizzazione del recettore, 
l’autofosforilazione e la trasduzione del segnale (Yano et al., 2006). 
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Fig.3 Produzione di VEGF dalle cellule tumorali e suo legame a recettori espressi 
nelle cellule endoteliali 
 
 
                                                               TNF-α 
Il tumor necrosis factor alpha (TNF-α) è una citochina prodotta da differenti tipi di 
cellule umane (monociti, macrofagi, etc.) in particolare da alcuni macrofagi associati 
ai tumori ed è coinvolto in diverse attività, quali risposta infiammatoria, apoptosi e 
angiogenesi. (Boldrini et al., 2000). 
Il gene per  TNF-α è situato sul cromosoma 6. Tale fattore si trova sia in una forma 
legata alla membrana che in una forma solubile prodotta dal taglio proteolitico. I 
recettori ai quali si lega TNF-α contengono nel dominio extracellulare dei residui 
cisteinici conservati. Il ruolo di TNF-α nel processo angiogenetico non è ancora del 
tutto chiaro. Questo fattore può, infatti, sia inibire che stimolare l’angiogenesi, a 
seconda dei diversi sistemi sperimentali. 
Nel cancro al polmone, dove l’angiogenesi sembra giocare un ruolo prognostico 
sfavorevole, è stato dimostrato che l’espressione di TNF-α è associata a una miglior 
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prognosi (Tran et al., 1998) ed anche uno studio condotto nel nostro laboratorio 
(Boldrini et al., 2000) ha portato alle stesse conclusioni. I vari effetti di TNF-α sulle 
cellule endoteliali e sulla crescita di nuovi vasi sanguigni suggeriscono la presenza di 
più di un “pathway” angiogenetico e che TNF-α può avere differenti azioni sulle 
cellule endoteliali a secondo del contesto biologico. (Sunderkotter et al.,1991). 
Studi recenti condotti in vivo ed in vitro mostrano un coinvolgimento di TNF-α nel 
processo di angiogenesi. Elevati livelli plasmatici di tale fattore in pazienti con 
tumore sono stati infatti associati a peggior prognosi (Juszczynski et al., 2002; 
Warzocha et al., 1998; Chuen-Ming et al., 2006 ), stimolando sia direttamente la 
proliferazione delle cellule endoteliali, sia indirettamente modulando l’espressione di 
altri fattori proangiogeneici. 
L’espressione di TNF-α è regolata soprattutto al livello trascrizionale, e la presenza 
di un polimorfismo all’interno del promotore di tale gene, è stato correlato alla 
produzione di TNF-α (Hajeer et al., 2000; Hajeer et al., 2001). Concludendo, sembra 
esistere una correlazione tra TNF-α e il polimorfismo-308 che ha il ruolo di 
promuovere lo sviluppo e la progressione del tumore, mentre il polimorfismo-238 
sembra avere una funzione protettiva. 
 
                                                    p53 
p53, il cui gene mappa sul cromosoma 17, è un oncosoppressore oggetto di un gran 
numero di studi, dato che le mutazioni a carico di questo gene rappresentano i 
cambiamenti genetici più comuni nella maggior parte dei tumori maligni (Hollstain 
et al., 1991). La proteina p53 “wild type” è in grado di sopprimere la tumorigenesi, 
promuovere l’apoptosi e, essendo un fattore di trascrizione, regolare la trascrizione di 
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altri geni (Deb et al., 1992; Vogelstain et al., 1992). p53 agisce inoltre al “check-
point” G1/S, bloccando la replicazione del DNA nel caso in cui la cellula abbia 
subito alcuni stress cellulari, quali danni al DNA (Kastan et al., 1991). 
Sono state riportate mutazioni nel 40-50% dei casi di carcinomi NSCLC e 
l’espressione aberrante di p53 correla con una peggior prognosi nei tumori polmonari 
(Quinlan et al., 1992). Diversi studi recenti hanno indicato che p53 potrebbe essere 
coinvolta nell’angiogenesi (Yuan et al., 2002); infatti le  alterazioni del gene 
sembrano essere un primo evento durante la progressione del cancro del polmone, 
come dimostrato da diversi autori che hanno riportato un accumulo di p53 nelle 
lesioni pre-invasive dell’albero bronchiale (Sozzi et al., 1992; Sundaresan et al., 
1992; Bennet et al., 1993; Fontanini et al., 1994). p53 “wild type” inibisce 
l’angiogenesi, aumentando l’espressione della trombospondina-1, un inibitore 
dell’angiogenesi (Dameron et al., 1994), e diminuendo l’espressione di VEGF 
(Mukhopadhyay et al., 1995). Diversi studi clinici hanno esaminato la relazione tra le 
mutazioni di p53 e l’espressione di VEGF nei tumori umani in vivo con risultati 
contrastanti. La presenza di mutazioni a carico della proteina p53 è associata 
all’aumento di espressione di VEGF in alcuni studi su tumori solidi umani, compresi 
i NSCLC (Fontanini et al., 1998), mentre in altri lavori tale correlazione è risultata 
assente. Non è ancora chiaro se p53 gioca un ruolo anche nella regolazione dell’ 
espressione di IL-8 nell’angiogenesi tumorale, perché ci sono stati pochi studi sulla 
relazione tra p53 mutato ed espressione di IL-8. Il “pathway” attraverso il quale p53 
regolerebbe l’attività di IL-8 è quindi tuttora sconosciuto. 
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2. IL SISTEMA ENDOTELINA 
Le endoteline sono una famiglia di peptidi costituiti ciascuno da 21 aa. Finora sono 
state isolate, da 3 geni distinti del genoma umano, le seguenti isoforme: endotelina-1 
(ET-1), endotelina-2 (ET-2) ed endotelina-3 (ET-3). ET-1 è stata la prima endotelina 
ad essere isolata e rappresenta l’isoforma più importante. Il gene umano per ET-1 è 
localizzato sul cromosoma 6, quello per ET-2 sul cromosoma 1 e il gene per ET-3 sul 
cromosoma 20 (Arinami et al.,1991; Fagan et al., 2001). 
Tutti e tre le endoteline sono sintetizzate come precursori e poi processati a peptidi 
attivi. Il processamento di ET-1 è stato quello meglio caratterizzato e comincia da un 
precursore di 212 aa (preproendotelina-1 o PPET) che subisce un taglio proteolitico 
ad opera di un’endopeptidasi per dare origine ad un peptide intermedio di 39 aa 
(bigET-1); quest’ultimo è il substrato di una metallo-endoproteasi specifica, l’enzima 
di conversione dell’ET (ECE), che dà origine infine a un peptide di 21 aa, 
biologicamente attivo (Inoue et al., 1989; Kimura   et al., 1989; Fagan et al., 2001). 
Le endoteline sono implicate in numerosi processi fisiologici e patologici quali: 
ipertensione, danno cardiaco e coagulazione intravasale disseminata (Grant et al., 
2003); sono perciò definite multifunzionali. L’endotelina-1 sembra inoltre essere 
implicata nel cancro; ET-1 è infatti prodotta da molte linee cellulari tumorali, e da 
un’ampia varietà di tumori solidi, quali cancro al seno, del colon, del pancreas 
(Kusuhara et al., 1990), della laringe (Shichiri et al., 1991), della prostata (Nelson et 
al., 1995), delle ovaie (Bagnato et al., 1995; Ahmed et al., 2000).  
Nell’ambito della cancerogenesi, ET-1 potrebbe modulare la mitogenesi, l’apoptosi, 
l’angiogenesi, l’invasione tumorale dei tessuti e lo sviluppo di metastasi (Grant et al., 
2003); l’interesse verso questa proteina è cresciuto molto negli ultimi dieci anni. 
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2.a I recettori: struttura ed espressione 
Le ETs esplicano le loro molteplici azioni interagendo con recettori specifici (ET-R), 
appartenenti alla superfamiglia dei recettori ad eptaelica accoppiati alle proteine G. 
Da un punto di vista farmacologico si distinguono almeno due tipi di recettori, detti 
ETA ed ETB; i geni codificanti per ETA ed ETB sono localizzati rispettivamente sui 
cromosomi 4 e 13. 
 
2.b Endotelina come mitogeno 
ET-1 è in grado di stimolare la crescita in vitro di una vasta gamma di linee cellulari 
tumorali umane. 
Tramite RT-PCR è stata osservata l’overespressione di ET-1 nel cancro del polmone 
e principalmente in linee cellulari NSCLC; l’espressione della molecola era elevata 
anche nell’epitelio bronchiale normale. Questa molecola giocherebbe quindi un ruolo 
importantissimo nel mantenimento sia del tumore che del tessuto normale del 
polmone. 
Relativamente all’azione del peptide nel cancro del polmone sono stati proposti due 
possibili modelli: autocrino e paracrino. Secondo il modello autocrino, big ET-1, 
prodotta dalla cellula, sarebbe processata e attivata prima del suo rilascio 
dall’isoforma dell’enzima convertente, maggiormente localizzata a livello 
intracellulare, l’isoforma ECE-1b; l’endotelina attiva stimolerebbe la mitosi delle 
stesse cellule tumorali. Questo modello è simile a quello proposto per il carcinoma 
ovarico, dove l’ET è altamente espressa e agisce come fattore di crescita autocrino 
tramite il recettore ETA (Bagnato et al., 1995; Bagnato et al., 1998; Del Bufalo et al., 
2002). Alternativamente è stato proposto il modello paracrino, con ET-1 inducente 
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mitogenesi e angiogenesi tramite il recettore ETB e l’enzima ECE-1c. Quest’ultima 
isoforma dell’enzima convertente è la più espressa nel tumore polmonare e nelle 
cellule dell’epitelio bronchiale; è localizzata sulla superficie cellulare, dove 
attiverebbe il peptide precursore. La forma attiva dell’ ET-1 sarebbe capace a sua 
volta sia di stimolare la proliferazione e l’angiogenesi delle cellule endoteliali ed 
epiteliali tramite il recttore ETB, che di indurre crescita autocrina delle stesse cellule 
tumorali secernenti (Ahmed et., 2000). (Fig.5). 
 
                                     
 
Fig.5 Diagramma rappresentativo dei modelli autocrino (A) e paracrino (B) nel 
cancro polmonare 
 
2.c Endotelina e angiogenesi 
Studi recenti hanno mostrato una possibilità di interazione tra VEGF e ET-1 durante 
il processo di neovascolarizzazione. ET-1 può indurre angiogenesi direttamente, 
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oppure in maniera indiretta stimolando la produzione di alcuni dei maggiori fattori 
angiogenetici. 
Nelle cellule della muscolatura liscia vascolare l’endotelina, agendo tramite il 
recettore ETA, aumenta l’espressione dell’mRNA e la secrezione del VEGF; come 
conseguenza si ha un aumento della proliferazione e dell’invasione dei tessuti da 
parte delle cellule endoteliali (Pedram et al., 1997; Okuda et al., 1998). 
Nel tessuto tumorale, l’ipossia cronica e acuta stimolerebbe prima la produzione del 
VEGF e successivamente anche la secrezione di ET-1; quest’ultima, durante la 
neovascolarizzazione, tramite il recettore ETB stimolerebbe le cellule endoteliali a 
migrare, a proliferare ed a invadere i tessuti circostanti. La maturazione dei vasi 
invece sarebbe conseguente alla stimolazione del VEGF, evento risultante 
dall’interazione ET-1/ETA. (Fig.6). 
 
                                       
Fig.6 Effetto del peptide endotelina nell’induzione del processo angiogenetico in 
condizione di ipossia 
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2.d Endotelina e apoptosi 
Recentemente è stato suggerito che ET-1 possa anche agire come fattore di 
sopravvivenza (Peduto-Eberl et al., 2003). Questo nuovo ruolo dell’endotelina è stato 
dimostrato nelle cellule endoteliali di topo (Shichiri et al., 1991), nelle cellule umane 
della muscolatura liscia (Wu-Wong et al., 1997), nel glioblastoma umano (Egidy et 
al., 2000) e nel carcinoma del colon nel topo (Peduto-Eberl et al., 2000). 
Basse concentrazioni di ET-1, somministrata per via esogena o secreta dalle cellule 
tumorali, permetterebbero la sopravvivenza del tumore, promuovendo la resistenza 
all’ apoptosi mediata da Fas-ligando (Fas-L) (Peduto-Eberl et al., 2003). 
E’ interessante sottolineare come concentrazioni fisiologiche circolanti di ET-1 
esercitino un effetto anti-apoptotico, mentre ad elevate concentrazioni, l’endotelina o 
gli antagonisti dei recettori, promuovono il processo apoptotico FasL-mediato. 
(Fig.7). 
 
  
 
 
 
                                           
 
 
 
 
Fig. 7 Processo apoptotico 
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3. ALTERAZIONI GENICHE NELLE NEOPLASIE POLMONARI 
Numerose alterazioni geniche sono state evidenziate nel tumore polmonare. La 
trasformazione della cellula normale a cellula neoplastica dipende da mutazioni di 
geni normalmente coinvolti nel ciclo cellulare, con conseguente perdita del controllo 
della proliferazione. Tra i geni coinvolti sicuramente p53 gioca un ruolo 
fondamentale, in quanto è stato dimostrato che mutazioni di tale gene possono 
determinare il perpetuarsi del danno al DNA. 
Negli ultimi anni l’attenzione si è rivolta verso lo studio dei geni EGFR e K-Ras che 
sembrano coinvolti nell’insorgenza e nella progressione del tumore polmonare. 
 
 
 
3.a EGFR 
EGFR, gioca un ruolo importante nello sviluppo, controllo, proliferazione, 
differenziazione e sopravvivenza cellulare. Un’aberrante attivazione del recettore è 
associata con la trasformazione neoplastica in molti tipi cellulari. EGFR è un 
membro della famiglia dei recettori di fattori di crescita tirosin chinasici quali: 
EGFr/ErbB-1, HER2/Erb-2, HER3/Erb-3 e HER4/ErbB-4, attivati da vari fattori di 
crescita; tale recettore è specifico per sei ligandi: il fattore di crescita epidermico 
(EGF), il fattore di crescita trasformante α (TGF-α), l’amfiregulina, l’epiregulina, la 
betacellulina e il fattore di crescita legante l’eparina. Questi recettori, insieme ai loro 
ligandi, sono considerati importanti nello sviluppo e progressione di molti tumori 
umani (Fig.8). 
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EGFR è una glicoproteina transmembrana di 170 KDa e consiste di 3 domini: un 
dominio extracellulare, uno intracellulare e uno transmembrana. Il dominio 
extracellulare è composto da 621 aa e comprende a sua volta 4 regioni: la regione 1 
che è importante nella dimerizzazione indotta dal ligando; la regione 2 e 4 che sono 
ricche in residui di cisteina e la regione 3 che rappresenta il sito di legame per EGF. 
Il dominio intracellulare di 541 aa è costituito dalla regione tirosin chinasica e 
dall’estremità carbossi-terminale con 5 siti di autofosforilazione; il dominio tirosin-
chinasico del gene è codificato dagli esoni 18-21: dai dati presenti in letteratura, la 
maggior parte delle mutazioni sono state evidenziate a carico degli esoni 19 e 21. Il 
Fig.8 Famiglia dei recettori di fattori di crescita tirosin- chinasici 
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dominio transmembrana è infine formato da 24 aa  e ha la funzione di connettere il 
dominio extra con quello intracellulare (Fickova; 2002) (Fig.9). 
 
 
 
 
Meccanismo d’azione di EGFR 
Il legame di EGFR al suo ligando, permette la trasmissione del segnale attraverso la 
membrana quindi l’attivazione dell’espressione genica e la risposta cellulare, come 
ad esempio la proliferazione (Fig.10). 
In seguito a questo legame si ha la formazione di omodimeri e eterodimeri con 
successiva  cross-fosforilazione del recettore al livello dei residui di cisteina; in un 
DOMINIO  
EXTRACELLULARE 
621aa 
1-165aa  importante per la 
dimerizzazione ligando-indotta 
166-309aa  regione ricca in 
cisteine 
482-621aa  regione ricca in 
cisteine 
310-481aa  sito di legame per 
EGF 
DOMINIO  
INTRACELLULARE 
541aa 
REGIONE TIROSIN-CHINASICA 
REGIONE C-TERMINALE 
Fig.9 Struttura del recettore EGFR 
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secondo momento avviene l’attivazione di proteine citoplasmatiche che stimolano 
differenti cascate di trasduzione del segnale, come la via delle MAP chinasi 
(MAPK), la fosfoinositol chinasi, la chinasi antiapoptotica Akt e molti tipi di 
proteine regolatorie Infine il segnale viene inattivato attraverso l’endocitosi del 
complesso ligando/recettore che viene poi degradato o riciclato sulla superficie 
cellulare (Yarden 2001) (Fig.11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10 Meccanismo d’azione di EGFR 
Fig.11 Meccanismo di inattivazione del segnale di EGFR 
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Mutazioni di EGFR e risposta alla terapia  
Il  gene EGFR risulta essere normalmente espresso in molti tipi di cellule, come ad 
esempio le cellule epiteliali e mesenchimali; diversi studi riportano una 
iperespressione di EGFR in differenti neoplasie, quali tumori testa-collo, utero, 
ovaio, colon, mammella, pancreas, e il tumore polmonare non a piccole cellule 
(Herbst R.S. et al., 2002; Mendelsohn et al., 2003; Nicholson R.I. et al., 2001). Il 
coinvolgimento di EGFR nello sviluppo tumorale ha portato alla messa a punto di 
farmaci che inibiscono  l'EGFR stesso tra cui Cetuximab (anticorpo monoclonale) e 
Gefitinib (inibitore del dominio tirosino chinasico del recettore). Né l’espressione né 
lo stato di fosforilazione del recettore sembrano influenzare la risposta al trattamento 
con Gefitinib in pazienti NSCLC. Studi recenti hanno invece evidenziato che la 
presenza di specifiche mutazioni dell’EGFR potrebbe conferire una maggiore 
sensibilità al farmaco. In particolare le mutazioni specifiche del dominio tirosino 
chinasico di EGFR (esoni 18, 19, 20 e 21) sembrano predire una risposta positiva alla 
terapia con i farmaci inibitori. Due recenti studi condotti in Giappone e Taiwan 
(l'incidenza di mutazioni di EGFR è maggiore in Asia rispetto ai paesi occidentali) 
suggeriscono che le mutazioni dell'esone 19 di EGFR conferiscano una maggiore 
sensibilità alla terapia rispetto alle mutazioni degli esoni 20 e 21 (Chou et al, 2005; 
Mitsudomi et al, 2005). Queste mutazioni sono più frequenti in una sottopopolazione 
di pazienti con carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC): donne, non 
fumatrici, portatrici di adenocarcinomi ed in particolare di sottotipo 
bronchioloalveolare (Giaccone, 2005; Janne et al, 2005). Tuttavia una piccola 
percentuale di pazienti con NSCLC portatori delle mutazioni di EGFR non 
rispondono alla terapia con inibitori tirosin-chinasici mentre alcuni pazienti che 
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rispondono alla terapia con Gefitinib presentano un EGFR wild-type (Fukuoka et al, 
2003; Kris et al, 2003;). Queste osservazioni inducono ad ottimizzare le procedure di 
valutazione dello stato mutazionale di EGFR ma anche a cercare ulteriori markers 
per l'identificazione dei pazienti potenzialmente sensibili alle terapie anti-EGFR. 
(Fig.12 e 13). 
 
 
 
Fig. 12 e 13 Inibizione del recettore EGFR 
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3.b  K-Ras 
Dati recenti suggeriscono l’esistenza di due vie distinte coinvolte nella patogenesi del 
tumore polmonare; da una parte mutazioni del dominio tirosin-chinasico del gene 
EGFR, dall’altra mutazioni del gene K-Ras. 
La famiglia degli oncogeni Ras (N-Ras, H-Ras, K-Ras) codifica per una proteina di 
21-Kd con attività GTPasica. Le proteine Ras svolgono un importante ruolo nella via 
di trasduzione del segnale cellulare, stimolando la crescita e la differenziazione. 
Mutazioni nei codoni 12, 13 e 61 prevengono l’inattivazione di p21 portando ad una 
proteina costantemente attiva e ad una continua trasmissione del segnale, che 
determina una proliferazione cellulare impropria. (Rodenhuis 1992; Huncharek et al., 
1999; Hatzachi et al 2001). Numerosi lavori evidenziano che mutazioni a livello 
dell’esone 2 del gene, sono frequenti nel tumore polmonare, pancreatico e del colon e 
sembrano avere un impatto prognostico (Hatzachi et al 2001). 
Mutazioni di K-Ras sembrano essere associate al fumo di sigaretta ed essere comuni 
nel sesso femminile e nell’adenocarcinoma e sono state trovate in pazienti che 
presentano progressione del tumore nonostante la terapia con Gefitinib ed Erlotinib. 
Studi recenti hanno dimostrato che le mutazioni dei due geni K-Ras ed EGFR sono 
mutualmente esclusive nell’adenocarcinoma del tumore polmonare; questi risultati 
suggeriscono che la presenza di mutazioni del gene K-Ras potrebbe essere un 
potenziale meccanismo della resistenza agli inibitori di EGFR (Janne et al., 2005). 
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4. TUMORE POLMONARE NELLA DONNA  
Il tumore polmonare è, ad oggi, la prima causa di morte per neoplasia per le donne in 
USA e nella maggior parte dei paesi del mondo. Nel sesso femminile l'incidenza 
maggiore è per i carcinomi non a piccole cellule (NSCLC) ed in particolare per 
l'adenocarcinoma. 
L'importanza del sesso come fattore prognostico merita uno studio approfondito per 
le sue implicazioni nell'organizzazione di protocolli sperimentali di chemioterapia 
indirizzata, screening precoce, staging basato su markers molecolari e trattamenti 
individualizzati. Un possibile ruolo degli estrogeni nella cancerogenesi del polmone 
potrebbe contribuire a spiegare le differenze epidemiologiche, istologiche e 
biologiche della malattia nei due sessi, nonchè rappresentare un nuovo marker 
prognostico e terapeutico. I recettori estrogenici (ER-α  ed ER-β) sono 
abbondantemente espressi sia nelle cellule polmonari normali che in quelle 
neoplastiche. ER-α ed ER-β appartengono alla superfamiglia dei recettori nucleari 
steroidei. I due tipi di recettori estrogenici, sebbene strutturalmente molto simili, 
hanno effetti opposti quando attivati dal legame con l'ormone: ER-α attiva la 
trascrizione genica e quindi la proliferazione cellulare, mentre ER-β la inibisce. 
(Foley et al, 2000; Fixemer et al, 2003;)  Sono state documentate interazioni a diversi 
livelli tra recettori estrogenaci e EGFR, che sembrano fornire un razionale per 
l’impiego combinato di inibitori di EGFR antiestrogeni. In vitro gli estrogeni 
sembrano modulare  negativamente l'espressione di EGFR e viceversa EGF, che è il 
più importante ligando di EGFR, sembra modulare i livelli estrogenici (Stabile et al, 
2005); la stimolazione estrogenica, infatti, può determinare il rilascio di ligandi di 
EGFR e dal suo canto EGF può stimolare l'attività trascrizionale dei recettori 
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estrogenici con meccanismo ormone-indipendente (Alroy et al, 1997; Levin et al, 
2005). Inoltre, sia gli estrogeni che EGF possono rapidamente attivare l'EGFR 
fosforilato e  le MAP-chinasi p44/p42 fosforilate e questo indica una transattivazione 
di EGFR da parte di ER  (Lee et al, 2001; Stabile et al, 2005). (Fig.14). 
 
Figura 14.  Interazione funzionale tra le vie di EGFR ed ER. 
 Numerosi studi hanno analizzato l'espressione dei recettori estrogenici (ER) nei 
tumori polmonari ma i risultati non sono ancora definitivi ed il significato 
prognostico di tali recettori non è ancora chiaro. 
È stato pertanto interessante andare ad analizzare in due popolazioni di pazienti 
affetti da carcinoma polmonare non a piccole cellule, una costituita da uomini e 
donne ed una di sole donne con adenocarcionoma polmonare in fase avanzata, 
l'assetto recettoriale ormonale (espressione di ER-β valutata con indagine 
immunoistochimica) concordandone l’espressione con  la reale incidenza di alcune 
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alterazioni geniche  quali quelle dei geni EGFR e K-Ras, con le caratteristiche 
clinico-patologiche delle neoplasie e con i dati di follow-up clinico (intervallo libero 
da malattia e sopravvivenza globale). 
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1. CAMPIONI CHIRURGICI 
Sono stati analizzati 201 pazienti affetti da NSCLC, sottoposti ad intervento 
chirurgico nel Dipartimento Cardio-Toracico dell’Università di Pisa, tra il 1991 e il 
1994. Cento ottantuno pazienti sono uomini e 20 donne (età media, 63.4;  mediana 
64 anni; intervallo, 41-88 anni di età). I campioni tumorali sono stati in parte 
congelati in azoto liquido per analisi di biologia molecolare ed in parte inclusi in 
paraffina per l’analisi istologica. La classificazione e la stadiazione dei tumori sono 
state eseguite da patologi, sulla base dei criteri espressi dal World Health 
Organization (WHO).  L’ istotipo più comune è rappresentato dal carcinoma a 
cellule squamose (114 casi) seguito dall’adenocarcinoma (69 casi), carcinoma 
anaplastico a grandi cellule (12 casi) e carcinoma bronchiolo-alveolare (6 casi). I 
tumori sono stati classificati in accordo alle classificazioni TNM. Sulla base del 
grado di penetrazione parietale, 48 casi sono stati classificati come T1, 132 come T2 
e 21 come T3. Sessanta quattro pazienti mostravano un interessamento metastatico 
linfonodale al momento della diagnosi  mentre 137 ne erano privi. In seguito 
all’intervento chirurgico cento venticinque pazienti sono risultati S1, 26 S2 e 50 S3a.  
I dati sulle caratteristiche cliniche sono disponibili su tutti i 201 pazienti (follow-up 
mediano 124.50 mesi, media 124.54 mesi; intervallo 107-146). Novanta pazienti 
sono risultati vivi al momento dell’analisi di cui 19 con metastasi (11 N1 e 8 N2). 
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Casistica prospettica per lo studio di mutazioni di EGFR e K-Ras nel sesso 
femminile 
Il carcinoma polmonare non a piccole cellule sta attualmente aumentando nel sesso 
femminile; a tal fine è stato interessante iniziare uno studio riguardante una casistica 
di sole donne costituita da 24 pazienti, affette da carcinoma polmonare non a piccole 
cellule (NSCLC) di età compresa tra i 37 e gli 84 anni (età media: 63.5 anni; 
mediana: 65 anni). Ventitre pazienti presentano neoplasie di istotipo 
adenocarcinoma; un’unica paziente mostra un carcinoma a cellule squamose. Le 
neoplasie, classificate secondo il sistema TNM, sono costituite da: 5 tumori di tipo 
T1, 8 di tipo T2, 5 di tipo T3 e 4 di tipo T4; 10 pazienti mostrano un interessamento 
linfonodale al momento della diagnosi, 10 pazienti hanno linfonodi regionali liberi 
da metastasi. Al momento dell' analisi 16 pazienti risultano vive.    
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1.a VALUTAZIONE DELL’ESPRESSIONE DEI GENI VEGF, IL-8, TNF-α E 
I COMPONENTI DEL SISTEMA ENDOTELINA MEDIANTE TECNICHE 
DI BIOLOGIA MOLECOLARE 
 
Estrazione di RNA totale 
L’RNA totale è stato estratto da campioni di tessuto polmonare, tumorale e normale, 
utilizzando RNeasy Mini Kit (QIAGEN S.p.A., Milano, Italia). La procedura RNeasy 
rappresenta una tecnologia nuova che combina le proprietà di legame selettivo di una 
membrana di silica-gel in una mini-colonna con la velocità della microcentrifuga. 
I campioni biologici, prelevati dal congelatore a –80°C, sono prima frammentati e 
poi omogeneizzati con lo strumento TissueLyser (QIAGEN S.p.A., Milano, Italia), in 
presenza di un tampone altamente denaturante, contenente guanidina isotiocianato e 
β-mercaptoetanolo, un agente riducente; il tampone utilizzato è in grado di inattivare 
immediatamente le ribonucleasi, in modo da assicurare l’isolamento di RNA non 
degradato. Dopo aver centrifugato il lisato ad alta velocità, viene aggiunto etanolo 
per creare le necessarie condizioni di affinità elettrica (tra la membrana positiva che 
funziona da filtro e l’RNA negativo); il campione viene poi applicato a delle mini-
colonne, dove l’RNA totale si lega alla membrana ed i contaminanti sono 
efficientemente lavati via. L’eliminazione del DNA contaminante, tuttavia, non si 
ottiene quasi mai completamente e per ovviare a questo problema si utilizza l’RNase-
Free DNase Set (QIAGEN S.p.A., Milano, Italia); la DNasi determina la digestione 
del DNA residuo direttamente nelle colonnine ed è rimossa efficacemente con i 
successivi lavaggi. L’RNA viene infine eluito con 40 µl di acqua sterile trattata con 
dietilpirocarbonato (DEPC) e conservato a –80°C. 
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Per l’analisi dell’espressione genica l’RNA purificato deve essere quantificato con 
esattezza, ricorrendo alla lettura spettrofotometrica e quindi alla normalizzazione.  
   
Lettura spettrofotometrica e normalizzazione 
Per poter ottenere dei risultati di tipo quantificativo dell’espressione genica, è 
necessario partire da una stessa quantità di RNA per tutti i campioni. 
La concentrazione dell’RNA estratto viene calcolata mediante indagine 
spettrofotometrica; sia l’RNA che il DNA, infatti, assorbono la luce ultravioletta ad 
una lunghezza d’onda compresa tra 250 e 270 nm. Per ciascun campione, diluito 
1:100, viene eseguita una lettura spettrofotometrica a 260 nm. E’ possibile eseguire 
anche una seconda lettura a 280 nm per evidenziare un’eventuale contaminazione  
proteica; l’entità di tale contaminazione è determinabile in base al rapporto D.O. a 
260 nm / D.O. a 280 nm  (dove D.O. indica la densità ottica). Questo rapporto, per 
soluzioni pure al 100%, deve essere compreso tra 1.8 e 2; valori inferiori indicano la 
presenza di proteine contaminanti. 
Dalla lettura dell’assorbanza possiamo ricavare facilmente la concentrazione del 
campione analizzato applicando la formula di Lambert e Beer: 
      c = A × d × ε. 
Nel caso specifico, essendo la cuvetta di dimensione unitaria, la formula applicata 
diventa:     [RNA] (µg/µl) = A x 40 x 100 / 1000   
dove A rappresenta l’assorbanza a 260 nm, 40 rappresenta la concentrazione di RNA 
quando l’assorbanza è uguale a 1 ed infine 100 rappresenta il fattore di diluizione; 
dividendo per 1000 otteniamo la concentrazione dell’RNA in µg/µL. 
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Per la nostra analisi, la quantità di RNA che viene retrotrascritta è pari a 1 µg. 
Reverse Trascription – Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
La tecnica di RT-PCR combina il processo di sintesi di cDNA (DNA 
complementare) a partire dall’mRNA e di amplificazione tramite PCR. La sintesi di 
cDNA consiste nella trascrizione del messaggero in DNA a singola elica grazie 
all’azione di un enzima isolato da retrovirus, la trascrittasi inversa o DNA 
polimerasi RNA-dipendente; questo enzima ha la capacità di invertire la normale 
direzione della trascrizione (dal DNA all’RNA). Possono essere utilizzati come 
stampo primers oligo dT, che producono sequenze di cDNA molto lunghe 
appaiandosi all’estremità 3’-poliA dell’mRNA, oppure corti random primers, che 
essendo aspecifici si legano a molteplici siti lungo il messaggero e garantiscono una 
migliore distribuzione di sequenze codificanti e non.  
 
Per la nostra analisi è stato utilizzato il kit ImProm-IITM Reverse Transcription 
System (Promega Italia s.r.l., Milano, Italia). La retrotrascrizione dell’mRNA in 
cDNA a singola elica avviene per opera della trascrittasi inversa ImProm-IITM.  
In un primo momento vengono miscelati per ogni campione: 
 RNA (fino ad 1 µg)      X µl 
 Random primers 0.5 µg/µl (0.5 µg/reazione)  1 µl 
Il volume finale di reazione è 5 µl, per cui la quantità di RNA prelevata da ogni 
campione viene portata, se necessario, a 4 µl con acqua sterile. La miscela 
primers/stampo viene denaturata a 70°C per 5 minuti ed immediatamente raffreddata 
in ghiaccio. 
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Per la successiva reazione di sintesi di cDNA, viene preparata per ogni campione una 
miscela di: 
 tampone di reazione      4 µl 
 MgCl2 25mM        4 µl 
 dNTP 10mM       1 µl 
 inibitore di RNasi      0.5 µl 
 trascrittasi inversa ImProm-IITM      1 µl 
Il volume finale di 15 µl viene ottenuto con l’aggiunta di acqua sterile; questa 
miscela viene quindi unita a quella contenente primers/stampo.  
Il termociclizzatore iCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories S.r.L., Milano, 
Italia) realizza in modo programmato le seguenti incubazioni del campione: 
 25°C per 5 minuti (appaiamento primers all’RNA) 
 42°C per 60 minuti (retrotrascrizione a cDNA) 
 70°C per 15 minuti (inattivazione trascrittasi inversa) 
 4°C per 5 minuti (raffreddamento) 
Ogni campione viene portato al volume finale di 100 µl con acqua sterile e 
conservato a  –20°C. 
 
 
Riguardo alla tecnica di PCR, nella nostra analisi, per ogni campione viene preparata 
una miscela di reazione standard a 50 µl finali, contenente 20 mM Tris-HCl (pH 8.4), 
50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPS, 0.5 µM ciascun primer senso e 
antisenso specifici, 2.5 U di Taq DNA Polymerase (Invitrogen S.R.L., Milano, Italia). 
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L’amplificazione per GAPDH (gliceraldeide-3-fosfato-deidrogenasi) prevede 30 
cicli, ciascuno dei quali è costituito da una fase di denaturazione a 94°C per 1 
minuto, una fase di appaiamento a 55°C per un minuto ed una fase di estensione a 
72°C per 1 minuto; la fase di denaturazione iniziale a 94°C dura 5 minuti, mentre la 
fase di estensione finale a 72°C dura 2 minuti.  
Il gene per la gliceraldeide-3-fosfato-deidrogenasi, essendo ubiquitario, costituisce 
un ottimo indice della qualità dell’estrazione degli acidi nucleici e della 
retrotrascrizione. Inoltre, l’amplificazione del gene GAPDH viene utilizzata quale 
strumento di semiquantificazione dell’espressione dei geni in studio.  Come controllo 
negativo il DNA stampo viene omesso nella reazione. Una banda di 412 bp può 
essere visualizzata mediante corsa elettrroforetica in un gel orizzontale di agarosio 
all’1.5%. 
 
L’amplificazione per VEGF è stata condotta per 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C 
e 1 minuto a 72°C per 40 cicli. Alla fine è stato aggiunto uno “step” più lungo di 
estensione della durata di 2 minuti. 
I primers utilizzati per GAPDH e VEGF sono stati presi dal lavoro di Wizigmann-
Voos et al., 1995. Sono state individuate tre bande della lunghezza di 462, 584 e 656 
bp, corrispondenti alle isoforme 121, 165 e 189, frutto di splicing alternativo. 
 
L’amplificazione per IL-8 è stata effettuata per 45 secondi a 94°C, 45 secondi a 
60°C e 2 minuti a 72°C per 35 cicli, con un’estensione addizionale finale di 7 minuti 
a 72°C. Mediante corsa elettroforetica è stata identificata una banda di 289 bp. 
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L’amplificazione per TNF-α viene effettuata con 35 cicli di reazione uguali a quelli 
utilizzati per IL-8 e il prodotto di amplificazione è di 444bp. 
 
L’amplificazione per PPET-1 è stata condotta per 30 secondi a 95°C, 30 secondi a 
58°C e 30 secondi a 72°C per 30 cicli, con un’estensione addizionale finale a 72°C 
per 10 minuti. La banda visualizzata è di 354 bp.  
 
L’amplificazione per ECE-1 è stata invece effettuata per 30 secondi a 94°C, per 30 
secondi a 55°C e per 30 secondi a 72°C per 29 cicli, sempre con un’estensione 
addizionale finale a 72°C per 10 minuti. Sia per PPET-1 che per ECE-1, sono stati 
utilizzati i primers del seguente lavoro: Edgy et al., 2000. La banda ha una lunghezza 
di 459 bp. 
 
Infine abbiamo proceduto all’amplificazione dei recettori dell’endotelina, ETA ed 
ETB. Il ciclo per l’amplificazione di ETA prevede: 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 
57°C per 30 cicli e l’estensione a 72°C per 30 secondi; la banda corrispondente è di 
302 bp 
 
 
Il ciclo per l’ amplificazione di ETB consiste in: 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 58°C, 
e 30 secondi a 72°C per 30 cicli, con un’estensione addizionale finale a 72°C per 7 
minuti. I primers specifici per entrambi i recettori si riferiscono al lavoro di Hansen-
Schwarts et al., 2002; la banda visualizzata è della lunghezza di 428 bp. 
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Visualizzazione del prodotto di amplificazione 
La visualizzazione del prodotto di amplificazione viene realizzata mediante corsa 
elettroforetica in una matrice di gel di agarosio, un metodo standard per separare, 
identificare ed eventualmente purificare gli acidi nucleici. 
Per la nostra analisi è stato preparato un gel di agarosio all’1.5% ed utilizzato come 
tampone di corsa Tris-borato EDTA (TBE); 2.5 µl di bromuro di etidio (10 µM) sono 
stati aggiunti ogni 50 ml di TBE. In ogni pozzetto abbiamo caricato 10 µl di 
amplificato con 2 µl di colorante; 1 µl di “marker” a peso molecolare noto viene 
caricato con 2 µl di colorante e 9 µl di acqua.  
 
Analisi densitometrica 
Le bande elettroforetiche sono state semi-quantificate densitometricamente, 
relativamente al gene “house-keeping” GAPDH, mediante il programma Kodak 
Digital Science 1D. 
All’intensità delle bande elettroforetiche relative al GAPDH è stato assegnato un 
valore di riferimento; sulla base del rapporto ottenuto tra il valore relativo attribuito 
alle bande dei geni VEGF, IL-8, TNF-α e quello assegnato al GAPDH è stato 
possibile semi-quantificare ogni campione per i rispettivi geni. 
 
Al  fine di quantificare l’espressione dei campioni di interesse, è stata utilizzata la 
tecnica di PCR-quantitativa basata sull’uso di un competitore interno costruito 
mediante la tecnica di “PCR MIMIC”. Gli stessi campioni saranno quantificati anche 
mediante PCR Real-Time, presente nel nostro laboratorio da pochi mesi, al fine di 
dosare in maniera esatta i livelli di espressione dei geni di nostro interesse. 
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1.b VISUALIZZAZIONE E CONTEGGIO DEI MICROVASI (MVC) 
Allo scopo di identificare microvasi nella lamina propria sotto l’epitelio e nelle aree 
tumorali, è stato usato un anticorpo monoclonale diretto verso un antigene endotelio-
associato. In particolare, abbiamo utilizzato un anticorpo monoclonale anti-CD34 
(clone NCL-END-10, Novocastra Laboratories, New Castle, United Kingdom) 
diretto contro l’antigene CD34.  
Sono state tagliate delle sezioni dai blocchi di paraffina. Le sezioni sono state 
sparaffinate e reidratate mediante alcooli graduati. Dopo aver scaldato in forno a 
microonde per 5 minuti a 700W in tampone citrato (pH 6), le sezioni sono state 
incubate “overnight” con anticorpo NCL-END diluito 1:100. IgG biotinilato anti-
mouse (Vector Laboratories, Burlingame CA, USA) è stato applicato e la rivelazione 
è stata effettuata usando il metodo del complesso avidina-biotina-perossidasi. E’ stata 
utilizzata diaminobenzidina come cromogeno e debole controcolorazione con 
ematossilina. 
In tutti i casi MVC veniva determinato da due indipendenti osservatori, e ciascun 
patologo valutava i vetrini senza alcuna conoscenza dei conteggi effettuati dall’altro. 
Nessuna significativa differenza in MVC è stata riscontrata da i due osservatori. Un 
singolo microvaso è definito come cellula endoteliale immunocolorata di marrone 
separata da adiacenti microvasi,  cellule tumorali ed altri elementi del tessuto 
connettivo. Il numero di vasi CD34 positivi sotto l’epitelio bronchiale e metaplastico 
così come nel tumore invasivo è stato attentamente conteggiato a basso potere (lenti 
dell’obiettivo 10X e lenti oculari 8X) per identificare 2 o 3 aree con il più alto 
numero di microvasi (“hot spots”). Il conteggio dei microvasi è stato effettuato in un 
campo sufficientemente esteso (lenti dell’obiettivo 25X e lenti oculari 8X, 0.74 mm2  
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per campo). Il valore medio in 2 o 3 aree più vascolarizzate a campo 200X è stato 
considerato come conteggio dei microvasi per quel campione. Grossi vasi con spesse 
pareti muscolari sono stati esclusi dal conteggio. Il lume non era richiesto per 
identificare un vaso. 
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1.c  VALUTAZIONE DELLE ALTERAZIONI DEI GENI p53, EGFR e K-Ras 
 
Estrazione di DNA 
Il DNA è stato estratto dai campioni di tessuto polmonare, tumorale e normale, 
utilizzando il QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN S.p.A., Milano, Italia). La procedura 
di purificazione, realizzata mediante delle mini-colonne fornite dal kit ed una 
microcentrifuga standard, assicura che non avvengano contaminazioni tra i campioni. 
I campioni biologici, conservati a –80°C, vengono prima frammentati 
meccanicamente e omogeneizzati con lo strumento TissueLyser (QIAGEN S.p.A., 
Milano, Italia), quindi lisati utilizzando l’enzima proteinasi K per un periodo di 
tempo che varia da 1 a 3 ore ad una temperatura costante di 56°C. Completata la 
digestione enzimatica, il protocollo prevede tre passaggi successivi: 
 caricamento del lisato nelle mini-colonne e assorbimento del DNA sulla 
membrana silica-gel 
 rimozione di eventuali contaminanti residui mediante opportuni lavaggi e 
centrifugate 
 eluizione del DNA in acqua sterile 
Il DNA così ottenuto, già pronto per successive applicazioni, è conservato a 4°C. 
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Screening mediante PCR-SSCP (Polymerase Chain Reaction-Single Strand 
Conformation Polymorphysm) delle mutazioni del gene p53 e di EGFR 
 
La tecnica di SSCP rappresenta uno dei metodi più usati per la ricerca di mutazioni a 
carico di singole paia di basi nel DNA genomico; è basata sul principio che due 
molecole di DNA a singola elica, di lunghezza uguale ma di sequenza diversa (anche 
a livello di un solo nucleotide), migrano in modo differente in un gel di acrilammide 
non-denaturante per reazioni di ripiegamento intramolecolare sequenza-dipendenti. 
Una minima variazione di sequenza, quindi, come una mutazione puntiforme, si può 
manifestare in una diversità di conformazione, responsabile di una modificazione del 
“pattern” elettroforetico di corsa. L’SSCP è una procedura rapida e semplice, che 
riesce ad identificare solamente il 70% delle mutazioni possibili. 
Nella pratica, la tecnica di SSCP è eseguita in combinazione con la tecnica di PCR; 
l’utilizzo di primers specifici, infatti, consente l’amplificazione della regione genica 
di interesse, partendo dal DNA estratto da campione tissutale. 
 
Il DNA eluito è utilizzato come stampo in una miscela standard di reazione di PCR a 
20 µl finali, costituita dal tampone 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2 
(pH 8,3), 0,2 mM dNTPS, 8 pmoli di ciascun primer senso e antisenso, 1 U di Taq 
DNA Polymerase (Invitrogen S.R.L., Milano, Italia). 
 
L’amplificazione per p53 è stata performata utilizzando Human p53 Amplimer 
Panels (CLONTECH). Le condizioni di amplificazione degli esoni 4-9 (Tab.2) di 
p53 prevedono, dopo una denaturazione iniziale a 95°C per 5 minuti, 35 cicli con  
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denaturazione a 94°C per 2 minuti, appaiamento a 61°C per 2 minuti e sintesi a 72°C 
per 3 minuti, seguiti da un’estensione finale di 10 minuti.  
Le dimensioni dei prodotti di p53 sono riportate nella seguente tabella (Tab.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amplificazione di EGFR 
La procedura di amplificazione degli esoni 18-21 di EGFR prevede: denaturazione 
iniziale a 94º C per 7 min, 35 cicli di amplificazione con denaturazione a 94º C per 1 
min, appaiamento a 58º C per 1 min e sintesi a 72º C per 1 min seguiti da un' 
estensione finale di 7 min. 
Le dimensioni dei prodotti di EGFR sono riportate nella seguente tabella (Tab.3). 
 
 
p53 Dimensioni in paia-basi 
Esone 4 307 
Esone 5 211 
Esone 6 185 
Esone 7 139 
Esone 8 200 
Esone 9 102 
Tab.2  Dimensione in paia-basi degli esoni di p53 
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EGFR Dimensioni in paia-basi 
Esone 18 
207 
Esone 19 194 
Esone 20 247 
Esone 21 235 
 
Tab.3  Dimensione in paia-basi degli esoni di EGFR 
 
La sequenza dei primers degli esoni18-21 è la seguente: 
esone 18; 5’- ACCCTTGTCTCTGTGTTCTTGTCC - 3’(senso) 
5’- AGACCATGAGAGGCCCTGC - 3’(antisenso) 
 
 esone 19; 5’- GCACCATCTCACAATTGCCAGTTA - 3’(senso) 
5’- GAGGTTCAGAGCCATGGACCC - 3’(antisenso) 
 
esone 20; 5’- CACACTGACGTGCCTCTCCCTCCC -3’(senso) 
5’- CTCCCCTCCCCGTATCTCCCTTCC - 3’(antisenso) 
 
 esone 21; 5’- CCATGATGATCTGTCCCTCACA - 3’(senso) 
5’- AGGAAAATGCTGGCTGACCTAAAG - 3’(antisenso) 
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I prodotti di PCR sono diluiti 1:1 con una soluzione denaturante (1% xilene-cianolo, 
1% blu di bromofenolo, 0,1 mM EDTA, 99% formaldeide), denaturati  per 5 minuti a 
95°C e raffreddati immediatamente in ghiaccio, per evitare il riappaiamento dei 
singoli filamenti. Lo screening SSCP delle mutazioni di p53 è stato condotto con 
l’apparecchio GenePhor Electrophoresis Unit, usando GeneGel Excel 12,5/24 
(12,5% T, 2% C) (Amersham Biosciences, Milano, Italia). La corsa elettroforetica è 
stata effettuata alla temperatura di 18°C ed alle condizioni costanti di 600 V, 25 mA 
e 15 W per 80 minuti circa. Per la colorazione del gel è stato utilizzato il PlusOne 
Silver Staining Kit (Amersham Biosciences, Milano, Italia), in accordo alle istruzioni 
fornite dal kit. 
I campioni tumorali che mostrano bande aberranti nella migrazione in due o più 
esperimenti indipendenti di PCR-SSCP sono stati considerati mutati. 
 
 
Sequenziamento del DNA 
I prodotti di amplificazione dei campioni probabilmente mutati sono stati purificati 
con ExoSAP-IT (USB, Amersham Biosciences, Milano, Italia), un tampone 
contenente due enzimi idrolitici in grado di degradare residui di primers e dNTPs.  
I campioni così purificati sono pronti per essere sottoposti al sequenziamento diretto, 
utilizzando il Thermo Sequenase Cy5 Dye Terminator Kit, lo strumento 
ALFexpressII con i gel Reprogel Long Read (Amersham Biosciences, Milano, Italia) 
in accordo alle istruzioni della ditta produttrice. 
Il prodotto di reazione deve essere purificato per eliminare qualunque traccia dei 
ddNTPs che non  siano stati incorporati nella sequenza; si esegue una semplice 
 56 
precipitazione etanolica, seguendo il protocollo consigliato nelle istruzioni del kit. A 
questo punto, il prodotto di sequenza purificato viene denaturato in presenza di un 
tampone contenente formammide a 70°C per 2 minuti e fatto correre su un gel di 
acrilammide in tampone TBE 0.5X. 
 
1.d SCREENING MUTAZIONALE DEI CODONI 12 E 13 DI K-Ras 
Mutagenic PCR 
Il DNA precedentemente estratto viene amplificato mediante “Mutagenic PCR”, una 
tecnica basata sull' utilizzo di inneschi “mismatched”: uno senso per amplificare il 
codone 12 ed uno antisenso per il codone 13. Tali particolari primers introducono 
nell' allele wild-type un sito di taglio per l' enzima di restrizione BstNI e HaeIII, 
rispettivamente per i codoni 12 e 13. 
La sequenza dei primers utilizzati è la seguente: 
 
K-ras/12 (sense) 
5'-ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-3'     (nt 99-128) 
K-ras/12 (antisense) 
5'-CTGTATCAAAGAATGGTCCTGCACCAGTA-3'       (nt 232-260) 
K-ras/13 (sense) 
5'-GTACTGGTGGAGTATTTGATAGTGTATTAA-3'     (nt 1-30) 
K-ras/13 (antisense) 
5'-GTATCGTCAAGGCACTCTTGCCTGCCTAGG-3'      (nt 134-159) 
Le basi sottolineate rappresentano i punti di “mismatch”. 
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Analisi RFLP (Restriction Fragment Polymorphism Analysis) 
I prodotti di PCR vengono sottoposti overnight a digestione enzimatica con 5 unità di 
enzima BstNI e HaeIII, rispettivamente per i codoni 12 e 13 di K-ras ed i prodotti 
della digestione separati per elettroforesi. 
La digestione con BstNI dell' allele wild-type per il codone 12 darà origine a due 
bande, di 133 e 29 bp, mentre l' allele mutato risulterà intatto. 
La digestione con HaeIII dell' allele wild-type per il codone 13 genererà tre bande, di 
85, 48 e 26 bp, mentre l' allele mutato solo due frammenti di 85 e 74 bp. 
 
 
1.e VALUTAZIONE IMMUNOISTOCHIMICA DELL’ESPRESSIONE DI ET-
1 E DI ER-β 
La diagnosi istopatologica è stata facilitata dall’impiego di tecniche 
immunoistochimiche, metodiche estremamente raffinate per l’identificazione di 
compomenti o prodotti cellulari; queste tecniche permettono l’esatta localizzazione 
di sostanze antigeniche all’interno di tessuti o cellule attraverso la loro reazione con 
specifici anticorpi. L’alta specificità degli anticorpi permette l’identificazione di 
enzimi, proteine tissutali e cellulari ed immunoglobuline. 
L’utilizzo di queste tecniche nella diagnosi e nella classificazione delle neoplasie è 
recente ed è basato sulla presenza o assenza di specifici marcatori tumorali. La base 
principale delle tecniche di immunoistochimica è l’identificazione di un antigene 
legato ad uno specifico anticorpo, il quale può essere policlonale o monoclonale. 
Per evidenziare l’avvenuta reazione tra antigene ed anticorpo si possono utilizzare 
sostanze immunofluorescenti o coloranti. 
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Esistono due metodiche di immunoistochimica: una diretta e una indiretta. Nel caso 
del metodo diretto si fa legare direttamente l’anticorpo marcato all’antigene; il 
metodo indiretto invece comporta l’uso di due anticorpi ottenuti da specie animali 
differenti. Il primo anticorpo (anticorpo primario) è specifico per l’antigene ricercato 
nel substrato, il secondo anticorpo (anticorpo secondario) invece è coniugato o con 
un fluorocromo o con una biotina o con altri marcatori ed è diretto verso l’anticorpo 
primario. 
La reazione immunologica, in questa seconda metodica, risulta 
“otticamente”amplificata in quanto più molecole di anticorpo secondario si legano 
all’anticorpo primario. 
Per la rivelazione antigenica di ET-1 abbiamo utilizzato un anticorpo monoclonale 
anti-Endotelina, (CHEMICON), diluito 1:100 , diretto verso un octapeptide sintetico 
contenente l’eptapeptide carbossi-terminale comune ad ET-1, ET-2, ed ET-3. 
L’anticorpo primario utilizzato per la rivelazione di ER-β  è il “mouse anti-human 
oestrogen receptor β-1 (MCA1974S)” clone PPG5/10 serotec (anticorpo 
monoclonale IgG2a) diluito 1:50. 
L’avvenuto legame antigene-anticorpo è evidenziato utilizzando un cromogeno, 3,3 
diaminobenzidina (DAB), che conferisce una colorazione bruna al preparato. 
 
Le sezioni istologiche vengono sparaffinate in xilolo, mediante due passaggi di 20-30 
minuti ciascuno prima di essere reidratate, come i campioni citologici, grazie a 
passaggi in una serie di alcool a concentrazioni decrescenti. Successivamente si 
procede allo smascheramento dei siti antigenici mediante calore. Si lasciano 
raffreddare per 15 minuti e si esegue poi un passaggio in metanolo ossigenato (H2 O2  
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all’1% in metanolo) per 30 minuti, per inibire le per ossidasi endogene che 
potrebbero interferire con le successive reazioni e subito dopo si eseguono due 
lavaggi di 5 minuti ciascuno in PBS. In seguito si applicano su ciascun vetrino circa 
200µl di siero suino al 20% con Ig polivalenti, in modo da saturare i siti antigenici 
aspecifici. I vetrini vengono così lasciati per 20 minuti in una camera umida. 
Successivamente si ricoprono i vetrini con l’anticorpo primario e si lascia agire per 
60 minuti a 25°C. Dopo di che si eseguono due lavaggi in PBS per 5 minuti, si 
aggiunge l’anticorpo secondario e si lascia agire per 30 minuti in camera umida. A 
questo punto dopo tre lavaggi in PBS, di 5 minuti ciascuno, i campioni vengono 
processati con il metodo di rivelazione ABC (Complesso Avidina-Biotina-
perossidasi), lasciandolo agire per 30 minuti, durante i quali il Complesso ABC si 
lega alla biotina dell’anticorpo secondario. Questa fase termina con due lavaggi in 
PBS.  
Per visualizzare l’avvenuta reazione si utilizza la DAB, preparata aggiungendo acqua 
distillata ad un tampone “Tris buffered saline” in un contenitore foderato con carta 
stagnola, essendo la DAB fotosensibile. Dopo essere stata filtrata,  la DAB deve 
essere attivata con acqua ossigenata, subito prima di essere usata. Si applica sui 
vetrini ricoprendoli completamente e si lascia agire per 5-10 minuti; poi velocemente 
si esegue un lavaggio per 5 minuti in acqua distillata e un altro, sempre di 5 minuti, 
in PBS. 
Successivamente si esegue una colorazione di contrasto con ematossilina, lasciandola 
agire per 90 secondi. Per bloccare la reazione si lavano i vetrini sotto acqua corrente 
oppure con acqua ammoniacata. I campioni vengono poi nuovamente disidratati 
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mediante una serie di passaggi in alcool a concentrazioni crescenti; infine vengono 
diafanizzati in xilolo e montati con vetrino coprioggetto e balsamo del Canada. 
I vetrini sono così pronti per essere visionati al microscopio ottico. 
 
 
Valutazione dell’espressione proteica di ET-1 ed ER-β 
L’espressione di ET-1 e di ER-β è stata valutata al microscopio ottico con metodica 
semiquantitativa contando il numero delle cellule immunoreattive sul totale delle 
cellule neoplastiche presenti. I valori sono stati espressi in percentuale. Una 
percentuale di cellule immunoreattive maggiore dell’1% è stata considerata come 
positiva. 
 L’ immunoreattività è stata suddivisa inoltre, in base all’intensità di colorazione, in: 
• Bassa 
• Media 
• Alta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 61 
Analisi statistica 
Tutte le analisi statistiche sono state effettuate con il sistema Software Statistica. La 
correlazione tra le variabili analizzate è stata effettuata mediante tabelle di 
contingenza (χ2 test). Il confronto tra  le medie nei vari gruppi è stato effettuato 
tramite T-test. 
 Il livello di significatività statistica  è stato stabilito per un valore di p inferiore a 
0.05. Il log-rank test è stato usato per valutare la significatività statistica delle 
differenze nella distribuzione della sopravvivenza tra i gruppi prognostici. L’analisi 
multivariata è stata fatta usando il modello di regressione Cox al fine di valutare 
l’indipendente ruolo prognostico dei fattori risultati significativi all’analisi 
univariata.  
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 63 
1. RISULTATI RELATIVI ALLA VALUTAZIONE DEL PROCESSO 
ANGIOGENETICO TUMORALE E DI ALCUNI FATTORI 
ANGIOGENETICI 
1.a Conteggio dei microvasi (MVC) 
Il grado di vascolarizzazione del tessuto tumorale, è stato valutato mediante il 
conteggio dei microvasi. In base al valore della mediana di 20 vasi, è stato possibile 
distinguere i tumori con un elevato numero di microvasi (> 20) dai tumori che ne 
presentavano un basso numero (≤20). 
Nella figura è riportato un esempio di colorazione immunoistochimica, effettuata 
mediante il metodo del complesso avidina-biotina-perossidasi, per l’individuazione 
dei microvasi (Fig. 15). 
 
 
 
  
 
 
 
 
Fig.15 Colorazione immunoistochimica per l’individuazione dei microvasi 
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1.b Valutazione dell’espressione di IL-8 
L’espressione di IL-8 mRNA è stata valutata su 88 campioni tumorali di NSCLC e  
l’81.8% sono risultati positivi. 
Successivamente i campioni sono stati esaminati mediante PCR quantitativa basata 
sull’utilizzo di un competitore interno al fine di dosare in maniera più precisa i livelli 
di IL-8 cDNA. Sulla base del valore di mediana, stimato in 240 molecole di IL-8 
cDNA, abbiamo poi suddiviso i tessuti tumorali in due sotto-popolazioni: 
• campioni con un’elevata espressione di IL-8 (numero di molecole superiori al 
valore della mediana), 
• campioni con una bassa espressione di IL-8 (numero di molecole uguale o 
inferiore al valore di mediana). 
 
Dopo tale ricodifica, il 51.14% dei campioni sono risultati con alti livelli di 
espressione di IL-8 e il 48.86% con bassi (Fig.16). 
Abbiamo inoltre valutato l’espressione del fattore angiogenetico VEGF il cui ruolo 
nella neovascolarizzazione è già stato largamente dimostrato al fine di analizzare una 
sua possibile correlazione con l’IL-8. 
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  Fig. 16 Esempio di PCR semi-quantitativa e di PCR quantitativa per l’IL-8 
 
 
 
 
1: campione negativo 
(tessuto tumorale che non esprime IL-8) 
2-4: campioni positivi 
Co: solo competitore 
Cn: controllo negativo  
(privo di molecole di cDNA da 
quantificare) 
M: marker 100 bp  
 1        2     3      4   Cn    M     
 1       2      3     4    Co   Cn  M    
 IL-8      
 GAPDH      
Esempio di PCR semiquantitativa 
Esempio di PCR quantitativa 
400 bp Comp 
289 bp IL-8 
412 bp 
289bp 
GAPDH: gliceraldeide-3-
fosfato-deidrogenasi 
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1.c Correlazione tra IL-8, MVC E VEGF 
Dall’analisi statistica è risultato che tumori che esprimono alti livelli di IL-8 
presentano anche alti livelli di MVC ( χ2 test p=0.02) (Tab3). 
 Un’associazione statisticamente significativa è stata trovata anche tra IL-8 e VEGF 
(χ2 test p=0.002) (Tab 4). 
 
 
  
    Tab.3 
 
 
 
 
    Tab.4 
 
MVC IL-8 p 
≤Mediana >Mediana 
≤Mediana 
>Mediana 
22 15 
15 28 
0.02 
VEGF IL-8 p 
≤Mediana >Mediana 
≤Mediana 
>Mediana 
18 7 
13 26 
0.002 
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 1.d Analisi dello stato mutazionale di p53 
Sono state sottoposte a PCR-SSCP le regioni del gene p53 contenenti gli “hot-spot” 
mutazionali (esoni 4-8) (Fig 17). L’analisi è stata effettuata su  76 casi e 38 (50%) 
sono risultati mutati; la figura mostra esempi di SSCP con mutazioni a carico 
dell’esone 8. Alcuni campioni hanno mostrato simultaneamente due o più alterazioni 
del gene. 
       
      
 
Fig.17 SSCP per l’individuazione di mutazioni nell’esone 8 del gene p53. Le frecce 
indicano i campioni che presentano bande con migrazione elettroforetica aberrante. 
M: marker 
 
 
 
 
 
Esone 8 
200 bp 
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1.e Correlazione tra espressione di IL-8 e stato mutazionale di p53 
Come per l’MVC e il VEGF, una correlazione significativa è stata riscontrata tra 
l’espressione di IL-8  e la presenza di mutazioni di p53. Dalla tabella risulta che la 
maggior parte dei campioni con p53 mutato presenta elevati livelli di IL-8 (χ2 test 
=0.003) (Tab 5). 
 
 
 
   
    Tab. 5 
 
 
 
1.f Correlazione tra espressione di IL-8 e i parametri clinico-patologici 
Nessuna associazione significativa è stata riscontrata tra l’espressione di IL-8 e i 
parametri clinico-patologici (quali sesso ed età del paziente, istologia e stato del 
tumore, presenza o assenza di metastasi linfonodali).  
 
 
IL-8 p 
≤Mediana >Mediana 
Wild-type 
Mutated 
22 16 
13 25 
0.03 
P53 status 
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1.g Ruolo di IL-8 sulla sopravvivenza 
L’analisi statistica è stata realizzata utilizzando come modello la curva di 
sopravvivenza di Kaplan-Meier; il test di Mantel-Cox è stato applicato per valutare 
se le curve che descrivono l’andamento della sopravvivenza totale e dell’intervallo 
libero da malattia mostrino differenze statisticamente significative tra il gruppo di 
campioni che esprimono alti livelli di IL-8 e il gruppo di campioni che ne esprime 
bassi. Nessuna correlazione significativa è stata osservata tra l’espressione di IL-8 e 
la prognosi, sia in termini di sopravvivenza totale che di intervallo libero da malattia. 
I grafici illustrano, infatti, un andamento simile delle curve corrispondenti ai due 
gruppi di pazienti, ad alta e a bassa espressione di IL-8, indicando che l’elevata 
espressione del peptide non sembra influenzare il decorso della malattia. (Fig. 18) 
Il numero dei microvasi e l’espressione di VEGF invece, sono risultati influenzare la 
sopravvivenza totale e l’intervallo libero da malattia (rispettivamente p=0.00036, 
p=0.0008 per MVC e p=0.03, p=0.04 per VEGF); al contrario lo stato di p53 sembra 
non influenzare la sopravvivenza. 
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      Fig.18 Curve di sopravvivenza relative all’espressione di IL-8 in pazienti      affetti 
da NSCLC.   
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 1.h Espressione di TNF-α e correlazione con IL-8 mRNA 
Il 57.44% dei campioni analizzati mediante RT-PCR sono risultati positivi. 
Un’ elevata espressione di TNF-α è associata ad alti livelli di espressione di IL-8 
mRNA; tumori con alta espressione di TNF-α mostrano un elevato numero di 
molecole di IL-8 cDNA rispetto ai campioni con bassa espressione di tale fattore (t-
test; p=0.008) (Tab. 6)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tab.6 
     
1.i Correlazione di  TNF-α con le caratteristiche clinico-patologiche e la 
sopravvivenza 
Al contrario dell’interleuchina-8, dalll’analisi statistica univariata e multivariata è 
stata riscontrata un’associazione significativa di TNF-α con la prognosi sia in termini 
di sopravvivenza totale che di intervallo libero da malattia (p=0.003 e p=0.04 
rispettivamente) (Fig.19 ). Inoltre, anche l’assenza di linfonodi metastatici è associata 
ad una migliore sopravvivenza (p=0.02) e intervallo libero da malattia (0.02) (Tab.7). 
 
422.9 ± 499 
 
951 ± 662 
Molecole di IL-8 cDNA 
Media ± SD 
TNF-α 
Basso Alto p 
0.008 
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Caratteristiche          N° pazienti Sopravvivenza 
totale 
Intervallo libero 
da malattia 
  
             p              p 
Sesso                                      
Uomini 
Donne 
      
               37                  
               10 
 
 
0.52 
 
         0.47 
Età 
≤64 anni 
>64 anni 
 
Istotipo 
Squamoso                                                                 
Adenocarcinoma 
Anaplastico 
Br.alveolare 
 
               26 
               21 
               
 
 
               23 
               16 
                 4  
                 4 
0.38 
 
 
 
 
            0.9 
        0.44 
 
 
 
 
        0.95 
T 
T1                                                                                      
T2 
T3 
 
        
8
              34 
                5 
 
           0.28 
 
         0.5 
N 
N0                                           
N1 
N2 
 
TNF-α 
 
             29 
               5 
             13 
 
0.02 
 
        0.02 
Basso                      
Alto 
             37 
             10 
            0.03          0.04 
 
  
 
 
 
 
 
Tab.7 Analisi univariata per TNF-α 
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Fig.19 Curve di sopravvivenza relative all’espressione di TNF-α in pazienti     affetti 
da NSCLC.   
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2. ESPRESSIONE DEL SISTEMA ENDOTELINA: ET-1, ECE-1, ETA, ETB 
Sono stati sottoposti ad un’analisi molecolare 201 campioni di NSCLC. Dai risultati 
ottenuti, il 45.7% di campioni sono risultati positivi per ET-1 mRNA, il 38.1% per 
ECE-1, il 42.5% per ETA e il 52.9% per ETB. La figura 7 mostra esempi di corse 
elettroforetiche dei prodotti di amplificazione per i vari componenti del sistema in 
alcuni campioni rappresentativi. 
In seguito a ricodifica, 153 campioni sono risultati con bassa espressione e 43 con 
alta. In cinque campioni mancava il materiale per l’analisi. 
E’ stato riscontrato un elevato numero di casi tumorali che esprimono ET-1, ECE-1 
ed ETA mRNA in confronto all’ adiacente tessuto normale (45.7% in confronto al 
33% per ET-1; 38.3% in confronto al 16.5% per ECE-1; 42.8% in confronto al 
28.5% per ETA) (p<0.0001; p=0.004; p<0.0001, rispettivamente). Al contrario del 
recettore ETA, il recettore ETB è risultato espresso più nel parenchima rispetto al 
tessuto tumorale (52.8% in confronto al 58.5%) (p<0.0001) (Fig. 20). 
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Fig. 20 Visualizzazione delle corse elettroforetiche degli amplificati dei componenti 
del sistema endotelina e di GAPDH 
 
 
PPET-1 
ECE-1 
GAPDH 
 M     1   2     3    4     5     6   M 
 354bp 
ETA 
459bp 
302bp 
428bp 
ETB 
412bp 
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2.a Valutazione immunoistochimica di  ET-1 
Al fine di confermare la positività ottenuta dall’analisi molecolare e di evidenziare la 
localizzazione della proteina ET-1, sono stati sottoposti ad analisi 
immunoistochimica 78 campioni tumorali con elevata espressione di ET-1 mRNA. 
Tutti i campioni con elevati livelli di espressione presentavano anche un’elevata 
immunoreattività confermando quindi i risultati dell’RT-PCR (χ2 test; p=0.03); la 
proteina è risultata localizzata nel citoplasma. (Fig.21) 
 
 
 
Fig. 21 Esempio di campione NSCLC positivo per ET-1 all’analisi 
immunoistochimica  
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2.b Correlazione tra l’espressione di  ET-1 E VEGF mRNA     
Andando ad analizzare il VEGF, è stato visto che tale fattore, come correlava con 
l’IL-8, mostrava un’associazione significativa anche con ET-1 (p=0.02),  La tabella 8 
illustra chiaramente che i 7 campioni endotelina positivi esprimono anche il fattore di 
crescita VEGF, sottolineando una interazione tra le due molecole.  
 
 
 
  
 
           Tab. 8 
 
    
      2.c Correlazione tra l’espressione di  TNF-α e ET-1  mRNA 
Dall’analisi statistica effettuata su 37 campioni di NSCLC il cui materiale era ancora 
disponibile, è risultata un’associazione tra l’espressione di ET-1 e TNF-α mRNA, 
suggerendo una probabile induzione dell’espressione di ET-1 mRNA da parte del 
TNF-α come per IL-8. (Tab.9).  
 Livelli di VEGF mRNA 
Basso Alto 
Basso 15 18 
Livelli di ET-1 
mRNA 
Alto 0 
P=0.02 
7 
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     Tab. 9 
 
 
 
2.d Ruolo prognostico del sistema endotelina in NSCLC 
Una correlazione statisticamente significativa è stata osservata tra l’espressione 
dell’endotelina e la prognosi, sia in termini di sopravvivenza totale che di intervallo 
libero da malattia (rispettivamente p=0.03 e p=0.04) (Fig.22). Nessuna correlazione è 
stata invece riscontrata tra l’espressione di ET-1 e le caratteristiche clinico-
patologiche del paziente (Tab.10). 
 
 
 
 
 
 
 
 TNF-α 
Positivo Negativo 
ET-1 
Positivo 
Negativo 
4 12 
13 8 
0.03 
p 
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Caratteristiche          N° pazienti Sopravvivenza 
totale 
Intervallo libero da 
malattia 
  
             p              p 
Sesso                                          
Uomini 
Donne 
 
           
                181                  
                  20 
 
           0.001 
 
          0.0005 
Età 
≤63.4 anni 
>63.4 anni 
 
Istotipo 
Squamoso                                                                 
Adenocarcinoma 
Anaplastico 
Br.alveolare 
 
                110 
                  91 
               
 
 
                114 
                  69 
                   6  
                  12 
0.40 
 
 
 
 
 
 
              0.32 
          0.41 
 
 
 
 
 
           0.44 
T 
T1                                                                                      
T2 
T3 
 
        
48
               132 
                 21 
 
             0.06 
 
 
0.02 
N 
N0                                           
N1 
N2 
 
S 
S1                                    
S2 
S3 
 
ET-1 
 
              137 
               30 
               34   
 
 
              125 
                26 
                50 
 
 
0.0003 
 
 
 
 
              0.001 
 
 
0.0007 
 
 
 
 
0.001 
Basso                      
Alto 
                152 
                  43 
              0.03                 0.04 
 
 
Tab.10 Analisi univariata per ET-1 
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Fig. 22 Curve di sopravvivenza relative all’espressione di ET-1 in pazienti     affetti 
da NSCLC   
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3 ANALISI MUTAZIONALE  DI EGFR E K-Ras ED ESPRESSIONE DI  ER-β 
 
3.a Valutazione delle mutazioni di EGFR 
Sono state amplificate le regioni codificanti del gene EGFR corrispondenti agli esoni 
18, 19, 20 e 21. L’analisi mutazionale è stata effettuata con la metodica SSCP ma i 
campioni con “pattern” di corsa alterato sono stati anche sequenziati.  Dei campioni 
analizzati  il 18.2% hanno mostrato un'alterata mobilità dei frammenti di DNA 
amplificati. 
3.b Valutazione delle mutazioni di K-Ras 
Sono state amplificate le regioni codificanti del gene K-Ras corrispondenti ai codoni 
12 e 13. Dei campioni analizzati 6 su 66 (9%) hanno mostrato la presenza di 
mutazioni tutte riguardanti il codone 12. (Fig. 23) 
 
    M         1        2        Cn 
162bp 
133bp 
Fig. 23 Analisi del poliformismo al codone 12 di K-ras mediante tecnica di 
PCR/RFLP. M, marcatore di peso molecolare (50bp); 1, omozigote normale 
tagliato da BstNI (133 e 29bp, quest’ultima non visibile nella corsa elettroforetica). 
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3.c Valutazione immunoistochimica dell’espressione di ER-β  
Sono stati sottoposti ad una indagine immunoistochimica 68 campioni di tumore 
polmonare non a piccole cellule al fine di valutare l'espressione del recettore 
estrogenico ER-β. 
Dei 68 casi analizzati l' 11.8% (8 casi) non ha mostrato alcuna immunoreattività per 
ER-β mentre l' 88.2% (60 casi) è risultato positivo all'indagine immunoistochimica. 
(Fig.24). 
L'intensità del segnale nei casi positivi è risultata: 
 
• bassa (+) nel 60.3% dei casi totali (41 casi) 
• media (++) nel 25% dei casi totali (17 casi) 
• alta (+++) nel 2.9% dei casi totali (2 casi) 
 
Il valore medio della percentuale di cellule positive all'analisi immunoistochimica è 
risultato essere 41.32% ed il valore mediano 40%, con un range tra lo 0 ed il 90%. 
Sulla base del valore mediano i casi sono stati divisi in due gruppi: 
• Bassa espressione: se la percentuale di cellule positive per ER-β era  minore o 
uguale al 40%. Questo gruppo comprende il  52.94% dei casi (36 casi) 
• Alta espressione: se la percentuale di cellule positive superava il 40%. Questo 
gruppo comprende il 47.06% dei casi (32 casi) 
 L'analisi statistica ha dimostrato una correlazione statisticamente significativa 
(p<0.0001) tra la percentuale di cellule positive e l' intensità di colorazione. 
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a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 24  Espressione immunoistochimica del recettore estrogenico β (ER- β) in 
campioni di adenocarcinoma polmonare. 
a) Reazione immunoistochimica positiva (ingrandimento 10x) 
b) e c) Reazione immunoistochimica positiva (ingrandimento 40x 
d) Reazione immunoistochimica negativa. 
b) 
c) d) 
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3.d Correlazione tra l’espressione di ER-β ed i parametri clinico-patologici 
Tramite l'analisi statistica abbiamo riscontrato una correlazione significativa 
(p=0.02) tra l'istotipo tumorale e l'espressione del recettore estrogenico ER-β. La 
seguente tabella, infatti, mostra che gli adenocarcinomi (inclusi i carcinomi 
bronchiolo alveolari) risultano esprimere un alto livello del recettore estrogenico in 
una  percentuale significativamente maggiore rispetto ai carcinomi a cellule 
squamose. Nessuna correlazione statisticamente significativa è evidenziabile tra 
l’espressione di ER-β e gli altri parametri clinico patologici, quali sesso, età e 
classificazione TNM (Tab. 11). 
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Caratteristiche Espressione di ER-β  p 
 bassa≤40% Alta>40%  
Sesso 
Uomini 
Donne 
 
35 
1 
 
27 
5 
 
0.06 
 
Età 
≤65 anni 
>65 anni 
 
18 
18 
 
16 
16 
 
0.99 
T 
T1 
T2 
T3 
 
 
10 
23 
3 
 
5 
24 
3 
 
0.48 
N 
N0 
N1 
N2 
 
 
26 
5 
5 
 
21 
7 
4 
 
0.68 
S 
S1 
S2 
S3 
 
 
25 
4 
7 
 
19 
6 
7 
 
0.61 
Istotipo 
Adenocarcinoma 
Carcinoma squamoso 
 
11 
24 
 
18 
13 
 
0.02 
 
Tab. 11 Correlazione tra l’espressione di ER-β ed i parametri clinico-patologici. 
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3.e Correlazione tra l’espressione di ER-β e lo stato mutazionale di EGFR 
Nessuna correlazione statisticamente significativa è stata evidenziata  tra la 
percentuale di espressione del recettore estrogenico e lo stato mutazionale del gene 
EGFR (p=0.29) (Tab. 12). Dai dati riportati si può, però, evidenziare una tendenza 
dei campioni con EGFR mutato ad esprimere ER-β in una percentuale superiore 
rispetto ai campioni con EGFR wild-type. 
 
 
 
                                          % di espressione di ER-β                p 
                                                           
EGFR mutato                   48.31 ± 29.84 
                                                                                                   0.29 
EGFR wild-type                    38.5  ± 31.13 
 
Tab. 12 Correlazione tra l’espressione di ER – β e lo stato mutazionale di EGFR 
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3.f Correlazione tra l’espressione di ER-β e lo stato mutazionale di K-Ras 
Nessuna correlazione statisticamente significativa è stata riscontrata tra la 
percentuale di espressione del recettore estrogenico e lo stato mutazionale del gene 
K-Ras (p=0.42) (Tab.13). Dai dati riportati si può, però, evidenziare una tendenza dei 
campioni con K-Ras mutato ad esprimere ER-β in una percentuale superiore rispetto 
ai campioni con K-Ras wild-type. 
 
 
 
                                              % di espressione di ER-β                p 
 
K-Ras mutato                       51.66 ± 20.94   
                                                                                                       0.42 
K-Ras wild-type                     41.16 ± 30.4 
 
Tab. 13  Correlazione tra l’espressione di ER – β e lo stato mutazionale di K-Ras 
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3.g Correlazione tra l’espressione di ER-β ed i dati di follow-up clinico 
Nessuna correlazione statisticamente significativa è stata osservata tra il livello di 
espressione di ER-β e la prognosi, sia in termini di intervallo libero da malattia che di 
sopravvivenza totale. I grafici di seguito riportati mostrano un andamento simile 
delle curve corrispondenti ai due gruppi, sebbene si possa notare una tendenza nei 
pazienti con bassa espressione di ER-β ad avere una prognosi migliore rispetto ai 
pazienti con alta espressione di tale recettore (Fig. 25).  
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A) 
B) 
Fig. 25  Correlazione tra l’epressione di ER – β ed i dati di follow – up clinico (sopravvivenza totale 
ed intervallo libero da malattia). In rosso alta percentuale di espressione di ER – β, in blu bassa 
percentuale di espressione di ER – β. 
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4 RISULTATI SULLA CASISTICA PROSPETTICA DI SOLE DONNE PER 
EGFR, K-Ras ED ESTROGENI 
 
4.a Valutazione delle mutazioni di EGFR 
Sono state amplificate le regioni codificanti del gene EGFR corrispondenti agli esoni 
18, 19 20 e 21. Dei campioni analizzati 4 su 24 (16.6%) hanno mostrato un'alterata 
mobilità dei frammenti di DNA amplificati. 
Dopo sequenziamento automatico dei campioni con alterata mobilità all’SSCP è 
risultato quanto segue:  
• 1 mutazione a carico dell' esone 19, consistente in una delezione di 15 nucleotidi 
(definita in letteratura ELREA dalle iniziali dei relativi amminoacidi deleti) 
(Fig.26) 
 
 
A 
B 
Fig. 26: Esempi di elettroferogrammi per EGFR relativi ad un campione con 
delezione in eterozigosi a carico dell’esone 19 (A) e un campione wild-type (B) 
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• 2 mutazioni a carico dell' esone 20: una a livello del codone 796 ed una a livello 
del codone 790  
 
• 1 mutazione a carico dell' esone 21 a livello del codone 836       
 
La quantità di dati raccolti non consente ancora un'analisi statistica di correlazione 
tra l'espressione di ER-β e lo stato mutazionale di EGFR, ma osservando i dati 
raccolti si può notare che 3 dei 4 casi portatori di mutazioni di EGFR esprimono 
elevati livelli di ER-β. 
 
4.b Valutazione delle mutazioni di K-Ras 
Allo scopo di evidenziare eventuali mutazioni a carico del gene K-Ras sono state 
amplificate le regioni codificanti del gene stesso corrispondenti ai codoni 12 e 13. 
Dei campioni analizzati 3 su 24 (12.5%) hanno mostrato mutazioni del gene Ras; 
tutte le mutazioni individuate riguardavano il codone 12. 
 
Anche in questo caso la quantità di dati raccolti non consente un' analisi statistica di 
correlazione tra l'espressione di ER-β e lo stato mutazionale di K-Ras ma osservando 
i dati si può notare che 2 dei 3 casi portatori di mutazioni di K-Ras esprimono un' 
alto livello di ER-β. 
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4.c Correlazione tra la presenza di mutazioni di EGFR e mutazioni di  K-Ras 
Nessuno dei casi con mutazione del gene EGFR ha mostrato una contemporanea 
presenza di mutazioni del gene K-Ras, confermando che i due tipi di mutazione sono 
mutuamente esclusivi. 
 
 
4.d Valutazione immunoistochimica dell’espressione di ER-β  
Dei 24 casi analizzati tutti (100%) sono risultati positivi all'indagine 
immunoistochimica. 
Il valore medio della percentuale di cellule positive risulta essere 48.12% ed il valore 
mediano 50%, con un range tra il 10 e l' 80%. Sulla base del valore mediano i casi 
sono stati divisi in due gruppi: 
• Bassa espressione:  percentuale di cellule positive minore o uguale al 50%. 
Questo gruppo comprende il 54.17% dei casi (13 casi) 
• Alta espressione: percentuale di cellule positive superiore al 50%. Questo gruppo 
comprendeva il 45.83% dei casi (11 casi) 
 
L' intensità di segnale è risultata: 
• bassa (+) nel 58.3% dei casi totali (14 casi) 
• media (++) nel 41.7% dei casi totali (10 casi) 
 
L'analisi statistica ha dimostrato una correlazione statisticamente significativa 
(p=0.04) tra la percentuale di cellule positive e l' intensità di colorazione. 
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4.e Correlazione tra l’espressione di ER-β e l’istotipo tumorale 
La casistica analizzata si compone di 23 adenocarcinomi ed 1 carcinoma a cellule 
squamose; quindi i risultati dell'indagine immunoistochimica fanno riferimento quasi 
esclusivamente all' istotipo adenocarcinoma. L'unico caso di carcinoma squamoso 
analizzato mostra comunque un elevato livello di espressione di ER-β. 
 
4.f Correlazione tra l’espressione di  ER-β ed i dati di sopravvivenza 
I dati di sopravvivenza riguardano 19 casi: al momento dell'analisi 16 risultavano 
vivi e 3 deceduti. 
Tramite un'analisi statistica (applicazione del test del χ²) è stata riscontrata una 
correlazione statisticamente significativa (p=0.02) tra lo stato delle pazienti al 
momento dell'analisi (vivo/deceduto) ed il livello di espressione del recettore 
estrogenico ER-β. Dalla tabella 14 si evince che le pazienti decedute esprimono 
elevati livelli del recettore estrogenico in rapporto alle pazienti vive che più 
frequentemente mostrano bassi livelli di tale recettore. 
                                                    Espressione di ER-β 
                                    basso (≤50%)                                         alto (>50%)             p       
 
Stato: 
deceduto                     0                                                               3  
                                                                                                                        0.02 
 vivo                           11                                                              5         
Tab. 14 Correlazione tra l’espressione di ER-β ed i dati di sopravvivenza.          
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Il carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC) è, ad oggi, nonostante i 
recenti progressi nella terapia, una patologia con prognosi infausta e con molti aspetti 
eziopatologici ignoti. Vi è, quindi, la necessità di una precisa caratterizzazione 
molecolare di questa neoplasia allo scopo di identificarne i fattori prognostici ed i 
markers di sensibilità ad eventuali trattamenti farmacologici. Come per altri tumori 
solidi, anche per i NSCLC la neovascolarizzazione è necessaria per l’insorgenza, la 
progressione e la metastatizzazione. Il blocco dell’angiogenesi potrebbe indurre un 
arresto della crescita tumorale, ma il ricorso a questo approccio terapeutico 
alternativo sarà possibile solo dopo un’accurata e precisa caratterizzazione dei fattori 
coinvolti. 
IL-8 è una citochina con attività infiammatoria e recentemente è stato suggerito un 
suo potenziale coinvolgimento nella neovascolarizzazione come fattore 
angiogenetico. La sovraespressione di IL-8 è stata riscontrata in diversi campioni di 
tumori solidi umani, ma gli studi sull’espressione di IL-8 nel tumore polmonare sono 
piuttosto limitati. 
In oncologia, come in altre discipline, l’utilizzo di misure quantitative 
dell’espressione genica assume un significato clinico sempre più importante. La 
tecnica di PCR competitiva a cui siamo ricorsi in questo studio ha reso possibile la 
determinazione più precisa dei livelli di espressione del messaggero di IL-8. Una 
conferma di tali dati quantitativi potrà comunque essere effettuata, a breve termine, 
mediante l’utilizzo di una macchina di Real-Time PCR, recentemente acquistata nel 
nostro laboratorio. 
Al fine di studiare il ruolo di IL-8 nell’angiogenesi, abbiamo valutato il grado di 
vascolarizzazione tumorale mediante il conteggio dei microvasi ed il livello di 
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espressione di VEGF, uno dei principali fattori angiogenetici. Dall’analisi statistica 
risulta che tumori che esprimono alti livelli di IL-8 presentano anche alti livelli di 
MVC; un’associazione statisticamente significativa è stata trovata anche tra IL-8 e 
VEGF. Dai risultati finora analizzati possiamo supporre che IL-8 sia coinvolta 
nell’angiogenesi tumorale e i nostri dati sono in accordo con quanto riportato in 
letteratura. 
Allo scopo di valutare l’eventuale ruolo prognostico di IL-8, abbiamo effettuato 
un’analisi di correlazione tra espressione di tale fattore e i parametri clinico-
patologici (quali sesso ed età del paziente, istologia e stato del tumore, presenza o 
assenza di metastasi linfonodali), senza però riscontrare alcuna associazione 
significativa. Anche dalle curve di sopravvivenza non è stato evidenziato alcun 
valore prognostico per IL-8; infatti l’andamento delle curve, sia in termini di 
sopravvivenza totale che di intervallo libero da malattia, è simile sia per tumori che 
esprimono alti livelli di IL-8 che per tumori che ne esprimono bassi livelli. 
Dato che altri fattori anigogenetici, quali VEGF, hanno invece un valore prognostico 
(Fontanini et al., 1997; Fontanini et al., 1999; Yuan et al., 2002, Han et al., 2001), ci 
siamo chiesti se IL-8 potesse interagire con altri fattori biologici appartenenti a 
“pathways” differenti. TNF-α è una citochina coinvolta in diverse attività. Il suo 
ruolo nell’angiogenesi è ambiguo: può inibirla o favorirla a seconda dei sistemi 
sperimentali. Studi precedenti effettuati nel nostro laboratorio (Fontanini et al., 
1999), hanno comunque dimostrato che l’espressione di TNF-α si associa a miglior 
prognosi in pazienti affetti da NSCLC e correla con un numero inferiore di 
microvasi. In questo nostro più recente lavoro è emerso che tumori che esprimono 
alti livelli di IL-8 mostrano anche alti livelli di TNF-α, facendo presupporre una 
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possibile interazione tra i due fattori. L’IL-8 quindi, oltre ad essere coinvolta nella 
neovascolarizzazione, potrebbe anche interagire con TNF-α ed essere implicata nella 
regressione tumorale, presentando così  un duplice ruolo. 
L’inattivazione di geni oncosoppressori è una delle più frequenti alterazioni 
identificate nei tumori solidi umani, incluso i NSCLC (Zhou et al., 2000). Recenti 
evidenze sperimentali hanno indicato che p53 potrebbe essere coinvolto 
nell’angiogenesi; studi precedenti effettuati nel nostro laboratorio (Fontanini et al., 
1999) avevano dimostrato che nei NSCLC alterazioni del gene p53 diminuiscono 
l’espressione di fattori angiogenetici come VEGF. Andando ad esaminare se il gene 
p53 sia in grado di regolare anche l’espressione di IL-8, abbiamo riscontrato che la 
maggior parte dei campioni con p53 mutato presenta elevati livelli di IL-8, quindi 
p53 “wilde type”potrebbe regolare anche l’espressione di questo fattore 
angiogenetico. 
Nel perseguire l’obiettivo di comprendere i meccanismi molecolari coinvolti 
nell’insorgenza e nello sviluppo del tumore polmonare non a piccole cellule, la 
nostra attenzione si è rivolta poi allo studio delle endoteline, una famiglia di tre 
proteine implicate in numerose condizioni sia fisiologiche che patologiche. 
L’isoforma ET-1, la più abbondante, è coinvolta nella tumorigenesi ed è definita 
“molecola multifunzionale” nel cancro, in quanto il suo ruolo è quello di modulare 
importanti processi quali la mitogenesi, l’apoptosi, l’angiogenesi, l’invasione 
tumorale dei tessuti e la metastatizzazione. Il polmone presenta alti livelli di ET-1, 
che tramite i suoi recettori ET-A ed ET-B, gioca un ruolo fondamentale nella 
normale fisiologia dell’organo. ET-1 ed entrambi i suoi recettori sono stati scoperti in 
una varietà di neoplasie polmonari, facendo supporre che gli effetti mitogenici di ET-
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1 abbiano un ruolo nella progressione del tumore primario e nello sviluppo di 
metastasi. Poiché l’endotelina attiva è sintetizzata a partire dal taglio proteolitico di 
un peptide precursore, pro-ET-1, è stato importante valutare oltre all’espressione di 
ET-1 anche quella del suo enzima ECE-1.  
In accordo a quanto riportato in letteratura, abbiamo riscontrato una percentuale di 
positività per ET-1, per l’enzima ECE-1 e per il recettore ETA, superiore nei tessuti 
tumorali rispetto ai normali circostanti. Per contro, l’espressione del recettore ETB è 
risultata inferiore nei tumori, rispetto ai parenchimi peritumorali. I risultati ottenuti ci 
consentono di proporre ET-1 come fattore di crescita autocrino. L’endotelina è un 
potente mitogeno per l’endotelio e per le cellule della muscolatura liscia vascolare, 
facilitando così la crescita tumorale ed anche promuovendo l’angiogenesi. Sebbene 
ET-1 possa modulare direttamente i diversi passaggi caratterizzanti la 
neovascolarizzazione, essa può anche agire indirettamente tramite l’induzione di uno 
dei maggiori fattori angiogenetici, il VEGF. L’interferenza col sistema segnale del 
VEGF potrebbe fornire un eccellente opportunità di intervento terapeutico, 
specialmente nel caso di tumori difficili da trattare, quali appunto NSCLC. Tutti i 
campioni tumorali da noi analizzati, risultati positivi per ET-1, mostravano elevati 
livelli di espressione di VEGF, evidenziando una potenziale interazione tra queste 
molecole. Dall’analisi statistica effettuata su campioni di NSCLC con residua 
disponibilità di materiale, è stata inoltre riscontrata un’associazione tra l’espresssione 
di ET-1 e TNF-α mRNA, suggerendo una probabile induzione dell’espressione di 
ET-1 mRNA da parte di tale fattore, analogamente a quanto già evidenziato per IL-8. 
Allo scopo di valutare l’eventuale ruolo prognostico dell’endotelina, è stata 
analizzata la correlazione tra espressione di ET-1 e le caratteristiche clinico-
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patologiche del tumore (età, sesso, stadio, istotipo, stato linfonodale), senza però 
riscontrare alcuna associazione significativa. 
Negli ultimi anni una cospicua parte della ricerca oncologica si è focalizzata sullo 
studio di EGFR, un fattore frequentemente alterato nelle neoplasie polmonari, 
soprattutto nel sesso femminile e nell’istotipo adenocarcinoma. In quest'ottica 
abbiamo analizzato due gruppi distinti di pazienti affetti da NSCLC: uno di tipo 
retrospettivo  costituito da una popolazione mista di pazienti (donne e uomini) ed uno 
di tipo prospettico costituito da sole pazienti donne, prevalentemente con istotipo 
adenocarcinoma. Dai risultati ottenuti si può osservare che:     
 
• specifiche mutazioni presenti al livello del dominio tirosin-chinasico di 
EGFR sono localizzate negli esoni 18, 19, 20 e 21 che codificano per il 
dominio tirosin-chinasico; dai dati presenti in letteratura risulta che i pazienti 
con tali alterazioni geniche sembrano essere sensibili alla terapia con 
gefitinib. (Lynch et al, 2004; Paez et al, 2004; Janne et al, 2005; Giaccone et 
al, 2005)  Queste mutazioni comportano un'alterazione conformazionale del 
recettore, a livello della tasca di legame con l'ATP del domonio tirosin-
chinasico, che facilita l'azione inibitoria del farmaco, probabilmente 
stabilizzandone il legame con esso (Lynch et al, 2004).   
 
 
• il recettore estrogenico ER-β è espresso nell'88.2% dei campioni della 
casistica retrospettiva e nel 100% dei campioni della casistica prospettica; 
non è stato possibile evidenziare significative differenze nell’espressione di 
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tale recettore tra i due sessi nell’analisi della casistica retrospettiva. Questo 
dato è in accordo con quanto già riportato in letteratura; infatti vari studi 
condotti sia con metodiche immunoistochimiche (Kawai et al, 2005; 
Schwartz et al, 2005; Omoto et al, 2001; Wu et al, 2005) sia con metodiche 
molecolari basate sulla quantificazione dell'mRNA (Mollerup et al, 2002; 
Stabile et al, 2002) non hanno evidenziato significative differenze tra i due 
sessi. 
 
• Recenti studi hanno riportato elementi a sostegno dell'ipotesi di una 
interazione funzionale tra le vie di EGFR ed ER. In vitro gli estrogeni 
sembrano modulare  negativamente l'espressione di EGFR e viceversa EGF, 
che è il più importante ligando di EGFR, sembra modulare i livelli estrogenici 
(Stabile et al, 2005); la stimolazione estrogenica infatti può determinare il 
rilascio di ligandi di EGFR e dal suo canto EGF può stimolare l'attività 
trascrizionale dei recettori estrogenici con meccanismo ormone-indipendente 
(Alroy et al, 1997; Levin et al, 2005). Inoltre, sia gli estrogeni che EGF 
possono rapidamente attivare l'EGFR fosforilato e  le MAP-chinasi p44/p42 
fosforilate e questo indica una transattivazione di EGFR da parte di ER  (Lee 
et al, 2001; Stabile et al, 2005). Tali osservazioni hanno indotto Stabile e 
collaboratori (2005) a sperimentare in vitro su cellule di carcinoma 
polmonare, una terapia combinata con gefitinib (inibitore del dominio tirosin-
chinasico di EGFR) e fulvestrant (antagonista di ER). I risultati di questa 
sperimentazione mostrano una maggiore efficacia della terapia combinata 
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rispetto alle terapie con un unico farmaco, sia in termini di inibizione della 
proliferazione cellulare che di induzione di apoptosi.  
• Questo apre importanti implicazioni terapeutiche; infatti, dato che solo una 
piccola percentuale di pazienti risulta portatore di  mutazioni di EGFR  il 
beneficio dei farmaci inibitori tirosin-chinasici risulterebbe limitato. Inoltre 
per il cospicuo gruppo di pazienti portatori di EGFR wild-type si possono 
aprire nuove prospettive grazie alla possibilità di terapie combinate (gefitinib-
fulvestrant) basate su un secondo meccanismo di inibizione di EGFR  tramite 
la ridotta attivazione mediata da ER-β. 
 
• l'istotipo adenocarcinoma esprime un alto livello del  recettore ER-β in una 
percentuale di casi significativamente maggiore rispetto al carcinoma a 
cellule squamose (62% vs 35%, p=0.02 per la casistica retrospettiva). Anche 
questo dato si trova in accordo con quanto riportato in letteratura (Omoto et 
al, 2001; Wu et al, 2005). Questa osservazione è di particolare importanza 
nello studio dei tumori polmonari nelle donne dato che l'adenocarcinoma 
rappresenta attualmente l'istotipo di tumore polmonare più frequente nelle 
donne di tutte le età (45% dei casi). 
 
• Le mutazioni di K-ras da noi ricercate (codoni 12 e 13) sono localizzate nei 
siti che la letteratura riporta come le sedi più frequenti di mutazione in 
particolare nei tumori polmonari femminili e nell'istotipo adenocarcinoma 
(Ahrendt et al, 2001; Olak et al, 2004; Patel et al, 2004 ). Il fumo di sigaretta 
è un importante fattore eziologico di tali mutazioni, attraverso la formazione 
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di addotti del DNA (Nelson et al, 1999): la proteina K-ras mutata perde la sua 
intrinseca attività GTPasica diventando iperattiva e determinando una 
patologica attivazione del segnale mitogeno cellulare. L'iperespressione di 
ER nelle cellule tumorali portatrici di mutazioni di K-ras, riscontrata nel 
nostro studio, potrebbe indurre una iperproliferazione di tali cellule in 
risposta alla stimolazione estrogenica e rappresentare quindi un ulteriore 
evento nella progressione tumorale. 
 
• Dalla letteratura emerge che le mutazioni di EGFR e quelle di K-ras sono 
mutualmente esclusive nelle cellule tumorali (Marchetti et al, 2005; Kosaka 
et al, 2004; Shigematsu et al, 2005): questo giustifica l'importanza di 
analizzare per entrambi i geni lo stato mutazionale e l'eventuale correlazione 
con l'espressione di ER-β.  
 
• i campioni con mutazioni di EGFR mostrano una tendenza ad esprimere ER-
β in una percentuale superiore rispetto ai campioni con EGFR wild-type. 
Questo tipo di correlazione non è mai stata studiata in letteratura ed apporta 
nuovi elementi per la comprensione delle correlazioni tra i differenti fattori 
molecolari coinvolti nella tumorigenesi polmonare. 
 
• Nella nostra casistica i campioni con K-ras mutato mostrano una tendenza ad 
esprimere ER-β in una percentuale superiore rispetto ai campioni con K-ras 
wild-type. Questo tipo di correlazione non è stata, ad oggi, studiata in 
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letteratura ed apporta ulteriori elementi di comprensione del complesso 
meccanismo della tumorigenesi. 
 
 
I pazienti con bassa espressione di ER-β mostrano una tendenza ad avere una 
prognosi migliore rispetto ai pazienti con alta espressione di tale recettore. A tale 
proposito ci sono, in letteratura,    risultati discordanti: 
 Infatti Wu e collaboratori (2005) e Kawai e collaboratori (2005) valutando 
l’espressione di ER in campioni di carcinoma polmonare non a piccole cellule non 
hanno rilevato alcuna associazione tra la minore espressione di ER e miglior 
prognosi. 
Lo studio di Schwartz e collaboratori (2005) ha analizzato 274 campioni di 
carcinoma polmonare evidenziando, al contrario degli studi di Wu e collaboratori e 
Kawai e collaboratori, una correlazione significativa tra bassa espressione di ER-β e 
miglior prognosi, esclusivamente, però, nel sesso femminile. Questi risultati, ottenuti 
con lo stesso anticorpo da noi utilizzato, si trovano in perfetto accordo con quanto 
evidenziato dal nostro studio. 
Le discordanze tra i risultati dei vari studi attualmente presenti su tale argomento 
potrebbero essere dovute a vari motivi: le piccole dimensioni dei campioni analizzati, 
le differenze tra gli anticorpi anti-ER-β utilizzati (poli o monoclonali, specifici per il 
dominio COOH-terminale o NH2-terminale etc) e l’eterogenicità dei campioni 
esaminati sia in termini di istotipi che di stadi clinici. Ulteriori informazioni 
potrebbero essere ottenute dallo studio dello stato di metilazione di ER, visto che 
alcuni autori (Lai et al, 2005) hanno individuato, in carcinomi polmonari non a 
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piccole cellule, una associazione significativa tra ipermetilazione di ER, sesso 
maschile e peggiore prognosi.   
Recenti studi (Siegfried et al, 2001) su carcinomi polmonari non a piccole cellule 
mostrano che l'estradiolo promuove un'associazione tra ER-β ed alcuni coattivatori 
(GRIP1/TIF2), i cui effetti si traducono in una regolazione dell'espressione genica e 
stimolazione della crescita cellulare. Se i livelli estrogenici sono elevati ER-β puo', 
quindi, funzionare da attivatore dell'attività trascrizionale e questo supporta i nostri 
dati circa un ruolo prognostico positivo di una bassa espressione di tale recettore.  
I nostri risultati confermano l'osservazione unanime emersa in letteratura circa 
l'espressione di ER-β nelle cellule tumorali polmonari di pazienti di entrambi i sessi 
ed un ampliamento della casistica potrà chiarire il ruolo prognostico di tale 
espressione. L'identificazione dello stato di ER-β nei singoli tumori puo' avere un 
ruolo clinico come fattore prognostico e predittivo di risposta alla terapia con 
antagonisti degli estrogeni e in associazione con altre molecole. 
Il nostro obbiettivo sarà quello di continuare a studiare l’EGFR nel tumore 
polmonare non- a piccole cellule soprattutto nel sesso femminile che sembra essere 
negli ultimi anni il più colpito, ma sicuramente non verrà trascurato nemmeno il 
sesso maschile; sicuramente altri fattori saranno studiati al fine di capire nuovi 
meccanismi molecolari alla base dell’insorgenza del tumore e ideare nuove terapie 
che agiscano al livello genico, i cosiddetti “farmaci intelligenti”.  
 
 
 
 
 105 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      BIBLIOGRAFIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 106 
Ahmed S.J., Thompson J., Coulson J.M., Woll P.J (2000) 
Studies of the expression of endothelin, its receptor subtypes, and coverting enzymes 
in lung cancer and in human bronchial epithelium 
Am J Respir Cell Mol Biol, 22: 422-431 
 
Ahrendt S.A., Decker P.A., Alawi E.A., et al (2001) 
Cigarette smoking is strongly associated with mutation of the K-ras gene in patients 
with primary adenocarcinoma of the lung 
Cancer, 92: 1525-1530 
 
Alroy I., Yarden Y. (1997) 
The ErbB signaling network in embryogenesis and oncogenesis: signal 
diversification through combinatorial ligand-receptor interactions 
FEBS Lett, 410: 83-86 
 
Arinami T., Ishikava M., Inoue A., Yanagisawa M., Masaki T., Yashida M.C., 
Hamaguchi H (1991) 
Chromosomal assignment of the human endothelin family genes: the endothelin-1 
gene (EDN-1) to 6p23-p24, the endothelin-2 gene (EDN-2) to 1p34, and the 
endothelin-3 gene (EDN-3) to 20q13.2-q13.3Am. J. Genet, 48: 990-996 
 
 
 
 
 
 107 
Baggiolini M., Walz A., Kundel SL (1989) 
Neutrophil-activating peptide-1/interleukin-8, a novel cytokine that activates 
neutrophil. 
J Clin Invest, 84: 1045-1052 
 
Bagnato A., Catt K.J (1998) 
Endothelins as autocrine regulators of tumor cell growth 
Trends Endocrinol Metab, 9: 378-383 
 
Bagnato A., TecceR., Moretti C., Di Castro V., Spergel D., Catt K.J (1995) 
Autocrine actions of endothelin-1 as a growth factor in human ovarian carcinoma 
cells 
Clin Cancer Res, 1: 1059-1066 
 
Bennett W.P., Colby T.V., Travis W.T., Borkowski A., Jones R.T., Lane D.P., 
Metcalf R.A., Samet J.M., Takeshima Y., Gu J.R., Vahakangas K.H., Soini Y., 
Paakko P., Welsh J.A., Trump B.F., Harris C.C (1993) 
p53 protein accumulates frequently in early bronchial neoplasia 
Cancer Res,  53:4817-4822 
 
 
 
 
 
 108 
Boldrini L., Calcinai A., Samaritani E., Pistolesi S., Mussi A., Lucchi M., Angeletti 
CA., Basolo F., Fontanini G (2000) 
Tumor necrosis factor-α and ftrasforming growth factor-β ara significantly 
associated with better prognosis in non-small cell lung carcinoma: putative relation 
with BCL-2-mediated neovascularization 
British J Cancer, 83 (4): 480-486 
 
Chou T.Y., et al (2005) 
Mutations in the tyrosine kinase domain of the epidermal growth factor receptor is a 
predective and prognostic factor for gefitinib treatment in patients with non-small 
cell lung cancer 
Clin Cancer Res, 11: 3750-3757 
 
Chuen M.S., Lee Y.L., Chiou H.I., Chen W., Chang G.C., Chou M.C., Lin L.Y 
(2006) 
Association of TNF-α polymprphism with susceptibility to and severity of non-small 
cell lung cancer 
Lung Cancer, 52: 15-20 
 
 
 
 
 
 
 109 
Dameron K.M., Volpert O.V., Tainsky M.A., Bouck N (1994) 
Control of angiogenesis in fibroblasts by p53 regulation of thrombospondin-1 
Science, 265:1582-1584 
  
Deb S., Jackson C.T., Subler M.A et al (1992) 
Modulation of cellular and viral promoters by mutant human p53 proteins found in 
tumor cells 
J Virol,  66: 6164-6170 
 
Del Bufalo D., Di Castro V., Biroccio A., Salani D., Rosanò L., Spinella F., Bagnato 
A (2002) 
Endothelin-1 acts as a survival factor in ovarian carcinoma cells 
Clin Science, 103: 302-305 
 
Egidy G., Peduto Eberl L., Valdenaire O., Irmler M., Majdi R., Diserens A.C., 
Fontana A., Panzer R.C., Pinet F., Juillerat L (2000) 
The endothelin system in human glioblastoma 
Lab Invest, 80: 1681-2000 
 
Fagan K.A., McMurtry I.F., Rodman D.M (2001) 
Role of endothelin-1 in lung disease 
Resp Res, 2: 90-101 
 
 
 110 
Fickova M (2002) 
Structure and activation of EGF receptor: minireview. 
Endocrine Regulation, 36: 87-93 
 
Fixemer T., Remberg K., Bonkhoff H. (2003) 
Differential expression of the estrogen receptor beta in human prostate tissue, 
premalignant changes and in primary, metastatic and recurrent prostatic 
adenocarcinoma 
Prostate, 54: 79-87 
  
Foley E.F., Jazaeri A.A., Shupnik M.A., Jazaeri O., Rice L.W. (2000) 
Selective loss of estrogen receptor beta in malignant human colon 
Cancer Res, 60: 245-248 
 
Fontanini G., Boldrini L., Chinè S., Pisaturo F., Basolo F., Calcinai A., Lucchi M., 
Mussi A., Angeletti C.A., Bevilacqua G (1999) 
Expression of vascular endothelial growth factor mRNA in non-small cell lung 
carcinomas 
Br J Cance,r 79 (2): 363-369 
 
Fontanini G., Boldrini L., Vignati S. et al (1998) 
 Bcl2 and p53 regulate vascular endothelial growth factor (VEGF)-mediated 
angiogenesis in non-small cell lung cancer 
 Eur J Cancer, 34:718-723 
 111 
Fontanini G., Lucchi M., Vignati S., Ciardiello F., De Laurentis M., De Placido S., 
Basolo F., Angeletti CA., Bevilacua G (1997) 
Angiogenesis as a prognostic indicator of survival in non-small cell lung carcinoma: 
a prospective study 
J Natl  Cancer Inst ,89: 881-886 
 
Fontanini G., Vignati S., Bigini D., Merlo G.R., Ribechini A., Angeletti C.A., Basolo 
F., Pingitore R., Bevilacqua G (1994) 
Human non-small cell lung cancer: p53 protein accumulation is an early event and 
persists during metastatic progression 
J Pathol, 174:23-31 
  
Fukuoka M., Yano S., Giaccone G., et al (2003) 
Multi-institutional randomized phase II trial of gefitinib for gefitinib for previously 
treated patients with advanced non-small cell lung cancer 
J Clin Oncol, 21: 2237-2246 
 
Giaccone G. (2005) 
Epidermal growth factor receptor inhibitors in the treatment of non-small cell lung 
cancer 
J Clin Oncol, 23: 3235-3242 
 
 
 
 112 
Giaccone G., Rodriguez J.A. (2005) 
EGFR inhibitors: what have we learned from the treatment of lung cancer? 
Nat Clin Prcact Onc, Vol 2, 11: 554-561 
 
Grant K., Loizidou M., Taylor I (2003) 
Endothelin-1: a multifunctional molecule in cancer 
Br J Cancer, 88: 163-166 
 
Gupta M.K., Qin R.Y (2003) 
 Mechanism and its regulation of tumor-induced angiogenesis 
World J Gastroenterol, 9(6): 1144-1155 
 
Hajeer A.H., Hutchinson I.V (2001) 
Influence of TNFalpha gene polymorphisms on TNFalpha production and disease 
Hum Immunol, 62: 1191-1199 
 
Hajeer A.H., Hutchinson IV (2000) 
TNF-alpha gene polymorphism: clinical and biological implications 
Microsc Res Tech, 50: 216-228 
 
 
 
 
 
 113 
Han H., silverman J.F., Cantucci T.S., Macherey R.S., D’Amato T.A., Tung M.Y., 
Weyant R.J., Landreneau R.J (2001) 
Vascular endothelial growth factor expression in stage I non-small cell lung cancer 
correlates with neoangiogenesis and a poor prognosis 
Annals of Surgical Oncology 8 (1): 72-79 
 
Hatzaki A., Razi E., Anagnostopoulou K., Iliadis K., Kodaxis A., Papaioannou D., 
Labropoulos S., Vasilaki M., Kosmidis P., Saetta A., Mihalatos M., Nasioulas G 
(2001) 
A modified mutagenic PCR-RFLP method for K-ras codon 12 and 13 mutations 
detection in NSCLC patients 
Molecular and Cellular Probes,  15: 243-247 
 
Herbst R.S (2002) 
Targeted therapy in non-small-cell lung cancer 
Oncology 16: 19-24 
 
Hollstein M., Sidransky D., Vogelstein B et al (1991) 
P53 mutation in human cancer 
Science, 253: 49-53 
 
 
 
 
 114 
Huncharek M., Muscat J., Geschwind J.F (1999) 
K-ras oncogene mutation as a prognostic marker in non-small cell lung cancer: a 
combined analysisOf 881 cases 
Carcinogenesis,  20: 1507-10 
 
Inoue A., Yanagisawa M., Takuwa Y., Mitsui Y., Kobayashi M., Masaki T (1989) 
The human preproendothelin-1 gene: complete nucleotide sequenze and regulation of 
expressionJ. Biol. Chem, 264: 14954-14959 
 
Janne P.A., Jeffrey A., Engelman A., Jhonson B.E (2005) 
Epidermal growth factor receptor mutations in non-small cell lung cancer: 
implications for treatment and tumor biology 
J Clin Oncol, 23: 3227-3234 
 
Juszczynski P., Kalinka E., Bienvenu J., Woszczek G., Borowiec M., Robak T., et al 
(2002) 
Human leukocyte antigens class II and tumor necrosis factor genetic polymorphisms 
are independent predictors of non-Hodgkin lymphoma outcome 
Blood, 100: 3037-3040 
 
Kastan M.B., Onyekwere O., Sidranski D (1991) 
Partecipation of p53 protein in the cellular response to DNA damage 
Cancer Res, 51: 6304-6311 
 
 115 
Kawai H., Ishii A., Washiya K., Konno T., et al (2005) 
Estrogen receptor α and β are prognostic factors in non-small cell lung cancer 
Clin Cancer Res, 11: 5084-5089 
 
Kimura S., Kasuya Y., Sawamura T., Shinmi O., Yanagisawa M., Goto K., Masaki T 
(1989) 
Conversion of bug endothelin-1 to 21-residue endothelin-1 is necessari for 
expression of full vasoconstrictior activity: structure-activity relationships of big 
endothelin-1 
.J. Cardiovasc. Pharmacol., 13: 5-7 
 
Koch A.E., Polverinin P.J., Kundel SL (1992) 
Interleukin-8 as a macrophage-derived mediator of angiogenesis 
Science, 258: 1798-1801 
 
Kosaka T., Yatabe Y., Endoh H., Kuwano H., Takahashi T, et al (2004) 
Mutations of EGFR gene in lung cancer: biological and clinical implications 
Canc Res, 64: 8919-8923 
 
Kris M.G., Natale R.B., Herbzst R.S. (2003) 
Efficacy of gefitinib, an inhibitor of the epidermal growth factor receptor tyrosine 
kinase, in symptomatic patients with non-small cell lung cancer: a randomized trial 
JAMA, 290: 2149-2158 
 116 
Kusuhara M., Yamaguchi K., Nagasaki K., Hayashi C., Susaki A., Hori S., Handa S., 
Nakamura Y., Abe K (1990) 
Production of endothelin in human cancer cell lines 
Cancer Res, 50: 3257-3261 
 
Lai J.C., Cheng Y.W., Chiou H.L., Wu M.F., et al (2005) 
Gender difference in estrogen receptor alpha promoter hypermethylation and its 
prognostic value in non-small cell lung cancer 
 Int J Cancer, 117 (6): 974-980 
 
Lee A.V., Cui X., Oesterreich S. (2001) 
Cross-talk among estrogen receptor, epidermal growth factor and insulin-like growth 
factor signaling in breast cancer 
Cancer Res, 7: 4429-4435 
 
Levin E.R. (2005) 
Bidirectional signaling between the estrogen receptor and the epidermal growth 
factor receptor 
Mol Endocrinol, 17 (3): 309-317 
 
Lynch T.J., Bell D.W., Sordella R., et al (2004) 
Activating mutations in the epidermal growth factor receptor tyrosine underlying 
responsiveness of non-small-cell lung cancer to gefitinib 
N Engl J Med, 350: 2129-2139 
 117 
Marchetti A., Martella C., Felicioni L., Barassi F., et al (2005) 
EGFR mutations in non-small cell lung cancer: analysis of a large series of cases and 
development of a rapid and sensitive method for diagnostic screening with potential 
implications on pharmacologic treatment 
J Clin Oncol, vol 23, n.4: 857-865 
 
Masuya D., Huang CI., Liu D., Kameyama K., Hayashi E., Yamauchi A., Kobayashi 
S., Haba R., Yokomise H (2001) 
The intratumoral expression of vascular endothelial growth factor and interleukin-8 
associated with angiogenesis in non-small cell lung carcinoma patients  
Cancer, 92: 2628-2638 
 
Matsushima K., Morishita K., Yoshimura H (1988) 
Molecular cloning of a human monocyte-derived neutrophil chemotactit factor 
(MDNCF) and the induction of MDNCF mRNA by interleukin-1 and tumor necrosis 
factor 
J Exp Med, 167: 1883-1893 
 
Mendelsohn J., Baselga J. (2003) 
Status of epidermal growth factor receptor antagonists in the biology and treatment 
of cancer 
J. Clin Oncol 21: 2787-2799 
 
 
 118 
Mitsudomi T., et al (2005) 
Mutations of the epidermal growth factor receptor gene predict prolonged survival 
after gefitinib treatment in patients with non-small cell lung cancer with 
postoperative recurrence 
J Clin Oncol, 23: 2513-2520 
 
Mollerup S., Jorgensen K., Berge G., Haugen A. (2002) 
Expression of the estrogen receptor alpha and beta in human lung tissue and cell 
lines 
Lung Cancer, 37 (2): 153-159 
 
Mukhopadhyay D., Tsiokas L., Sukhatme V.P (1995)  
Wild type p53 and v-Src exert opposing influences on human vascular endothelial 
growth factor gene expression 
 Cancer Res, 55:6161-6165 
 
Nelson H.H., Christiani D.C., Mark E.J., Wiencke J.K., Wain J.C., Kelsey K.T. 
(1999) 
Implications and prognostic value of K-ras mutation for early-stage lung cancer in 
women  
J Natl Cancer Inst, 91: 2032-8 
 
 
 119 
Nelson J.B., Hedican S.P., George D.J., Reddi A.H., Piantadosi S., Eisenberger 
M.A., Simons J.W (1995) 
Identification of endothelin-1 in the pathophysiology of metastatic adenocarcinoma 
of the prostate 
Nature Med, 1: 944-949 
 
Nicholson R.I., Gee J.M., Harper M.E (2001) 
EGFR and cancer prognosis 
European J Cancer 37: (Suppl 4) S9-S15 
 
Okuda Y., Tsurumaru K., Suzuki S., Miyauchi T., Asano M., Hong Y., Sone H., 
Fujita R., Mizutani M., Kawakami Y., Nakajima T., Soma M., Matsuo S., Suzuki H 
(1998) 
Hypoxia and endothelin-1 induce VEGF production in human vascular smooth 
muscle cells 
Life Sci, 63: 477-484 
 
Olak J., Colson Y. (2004) 
Gender differences in lung cancer: have we really come a long way, baby? 
J Thor and Card Surg, 128 (3): 346-351 
 
 
 
 
 120 
Omoto Y., Kobayashi Y., Nishida K., et al (2001) 
Expression, function and clinical implications of the estrogen receptor β in human 
lung cancer 
Biophys Res Commun, 285: 340-347 
 
Paez J.G., et al (2004) 
EGFR mutations in lung cancer: correlation with clinical response to gefitinib 
therapy 
Science, 304: 1497-1500 
 
Patel J.D., Bach P.B., Chris M.G. (2004) 
Lung cancer in US women: a contemporary epidemics 
JAMA, 291:1763-1768 
 
 Pedram A., Razandi M., Hu R.M., Levin E.R (1997) 
Vasoactive peptides modulate vascular endothelial cell growth factor production and 
endothelial cell proliferation and invasion 
J Biol Chem, 272: 17097-17103 
 
Peduto Eberl L., Bovey R., Juillerat-Jeanneret L (2003) 
Endothelin-receptor antagonists are proapoptotic and antiproliferative in human 
colon cancer cells 
Br J Cancer ,88: 788-795 
 
 121 
Peduto-Eberl L., Valdenaire O., Saint GiorgioV., Jeannin J.F., Juillerat-Jeanneret L 
(2000) 
Endothelin receptor blockade potentiates FasL-induced apoptosis in rat colon 
carcinoma cells 
Int J Cancer, 86: 182-187 
 
Quinlan D.C., Davidson AS., Summers C.L et al (1992) 
Accumulation of p53 correlates with a poor prognosis in human lung cancer 
Cancer Res, 53: 4828-4831 
 
Rodenhuis S. (1992) 
Ras in human tumors 
Seminars in Cancer Biology,  3: 241-7 
 
Schwartz A.G., Prysak G.M., Murphy V., et al (2005) 
Nuclear estrogen receptor β in lung cancer: expression and survival differences by 
sex 
Clin Cancer Res, 11: 7280-7287 
 
Shichiri M., Hirata Y., Nakajimi T., Ando K., imai T., Yanagisawa M., Masaki T., 
Marito F. (1991) 
Endothelin-1 as an autocrine/paracrine growth factor for human camcer cell lines 
J. Clin. Invest., 87: 1867-1871 
 
 122 
Shigematsu H., Lin L., Takahashi T., Nomura M., Suzuki M., et al (2005) 
Clinical and biological features associated with EGFR gene mutations in lung 
cancers 
Journ Natl Canc Inst, vol 97, n. 5 
 
Siegfried J.M. (2001) 
Women and lung cancer: does estrogen play a role? 
Lancet Oncol, 2: 506-13 
 
Sozzi G., Miozzo M., Denghi R., Pilotti S., Cariani C.T., Pastorino U., Della Porta G, 
Pierotti M.A (1992)  
Deletions of 17p and p53 mutations in preneoplastic lesion of the lung 
Cancer Res, 52:6079-6082 
 
Stabile L.P., Davis G., Gubish C.T., et al (2002) 
Human non-small cell lung tumors and cells derived from normal lung express both 
estrogen receptor α and β and show biological responses to estrogen 
Cancer Res, 62: 2141-2150 
 
Stabile L.P., Lyker J.S., Gubish C.T., Zhang W., Grandis J.R., Siegfried J.M. (2005) 
Combined targeting of the estrogen receptor and the epidermal growth factor 
receptor in non-small cell lung cancer shows enhanced antiproliferative effects 
Cancer Res, 65: 1459-1468 
 
 123 
Strieter R.M., Polverini P.J., Kundel S.L., Arenberg D.A., Burdick M.D., Kasper J et 
al (1995) 
The functional role of the ELR motif in CXC chemochine-mediated angiogenesis 
J Biol Chem, 270: 27348-27357 
 
Sundaresan V., Ganly P., Hasleton P., Rudd R., Sinha G., Bleehen N.M., Rabbitts P 
(1992) 
p53 and chromosome 3 abnormalities, characteristic of malignant lung tumors, are 
detectable in preinvasive lesions of the bronchus 
Oncogene,  7:1989-1997 
   
Sunderkotter C., Goebeler M., Schulze-Osthoff K., Bhardwaj R., Sorg C (1991) 
Macrophage-derived angiogenesis factors 
Pharmac Ther,  51: 195-216 
 
Tanaka F., Otake Y., Yanagihara K., Kawano Y., Miyahara R., Li. M., Yamada T., 
Hanaoka N., Inui K., Wada H (2001) 
Evaluation of angiogenesis in non-small cell lung cancer: comparison between anti-
CD34 antibody and anti-CD105 antibody 
Clin Cancer Res ,7: 3410-3415 
 
 
 
 
 124 
Tran T.A., Kallakury B.V.S., Ambros R.A., Ross J.S (1998) 
Prognostic significance of tumor necrosis factor and their receptors in non-small cell 
lung carcinoma 
Cancer, 83: 276-282  
 
Vogelstein B., Kinzler K.W (1992) 
P53 function and dysfunction 
Cell, 70: 523-526 
 
Warzocha K., Bienvenu J., Ribeiro P., Moullet I., Dumontet C., Neidhaedt-Berard 
E.M. et al (1998) 
Plasma levels of tumour necrosis factor and its soluble receptors correlate with 
clinical features and outcome of Hodgkin’disease patients 
Br J Cancer, 77: 2357-2362 
 
Wo-Wong J., Chiou W.J., Dickinson R., Opgenorth T.J (1997) 
Endothelin attenuates apoptosis in human smooth muscle cells 
Biochem J, 328: 733-737 
 
Wu C.T., Chang Y.L., Shih J.Y., Lee Y.C. (2005) 
The significance of estrogen receptor β in 301 surgically treated non-small cell lung 
cancers 
J Thor and Card Surg, vol 130, n.4: 979-986 
 
 125 
Yano S., Matsumori Y., Ikuta K., Ogino H., Doljinsuren T., Sone S (2006) 
Current status and perspective of angiogenesis and antivascular therapeutic strategy: 
non-small cell lung cancer 
Int J Clin Oncol, 11: 73-81 
 
Yarden Y (2001) 
The EGFR family and its ligands in human cancer: signalling mechanisms and 
therapeutic opportunities 
European J Cancer, 37: S3-S8 
 
Yuan A., Yu C.J., Luh K.T., Kuo S.H., Lee Y.C., Yang P.C (2002) 
Aberrant p53 expression correlates with expression of vascular endothelial growth 
factor mRNA and interleukin-8 mRNA and angiogenesis in non-small cell lung 
cancer 
J Clin Oncol, 20: 900-910 
 
Zhou X., Kemp B.L., Khuri F.R., Liu D., Lee J.J., Wu W., Hong W.K., Mao L 
(2000) 
Prognostic implication of microsatellite alteration profiles in early-stage non-small 
cell lung cancer 
Clin Cancer Res 6: 559-565 
 
 
 
 126 
 
 
 
 
 
 
 
Desidero ringraziare: 
 
Il Prof. M.Campa, La Prof.ssa G.Fontanini, il Prof. F. Basolo, la Dott.ssa 
L. Boldrini, la Dott.ssa S. Gisfredi  e tutti i colleghi di laboratorio, la mia 
“seconda famiglia”…. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
